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SEMBOLLER, KISALTMALAR

ABD: Amerika Birlesik Devletleri

APC : Antigen presenting cell

ASC-H : Atypical squamous cells- HSIL diglanmayan
ASC-US : Atypical squamous cells of undetermined significance
CIN : Cervical intraepithelial neoplasia

DNA : Deoxyribonucleic acid

EM : Elektron mikroskobu

FDA : Food and Drug Administration

HCII : Hybrid Capture |l

HPV: Human Papilloma Virus

HR HPV: High risk Human papilloma virus

HSIL : High grade cervical intraepithelial lesion
HSV 2: Herpes Simplex Virus 2

LCR: Long control region

LR HPV : Low risk Human papilloma virus

LSIL : Low grade cervical intraepithelial lesion
mRNA: messenger Ribonucleic acid

ORF : Open reading frame

pA: polyadenylation

PCR : Polymerase chain reaction

RFLP : Restriction fragment length polimorphism

RLU : Relative light unit



RNA : Ribonucleic acid

URR: Upstream regulatory region



1. GIRIS

Human papillomavirus (HPV) biatin dinyada serviks
kanserinin primer etiyolojik ajani olarak kabul edilmektedir. HPV genital

bélge disinda da prekanserdz lezyonlara sebep olmaktadir.’

Human papillomavirus kiguk, ¢ift sarmalli bir DNA virGsudur.
Deriyi ve mukozal epitelyal ylizeyleri enfekte etmektedir.? Ginimizde
yaklasik olarak 200'den fazla HPV tipi tanimlanmistir.® HPV’lerin
siniflandirilmasi; tdr orijini ve DNA hibridizasyonu ile tespit edilen viral
genomlar arasindaki homolojinin derecesine baglidir.* HPV sadece serviks
kanserinde degil ayni zamanda deri ve faringeal kanserler gibi diger
malignensilerle iliskili olan vulvar, vaginal, penil ve anal kanserlerden de
sorumludur.’> Yaklastk 40 HPV tipinin, genital mukoza enfeksiyonuna
sebep oldugu bilinmektedir ve kanserojen potansiyeline goére

siniflandiriimaktadir.®

Serviks kanseri, meme kanserinden sonra diinyada en sik
gOrilen ikinci kanser taradar. Her yil tani konan 500 binin Gzerinde yeni
olguya karsin 275 bin hasta hayatini kaybetmektedir. Olgularin %80’i ise
gelismekte olan Ulkelerde izlenmektedir. Ayrica, siyahlarda beyazlara gore
iki kat daha fazla goriilmektedir.” Tiirkiye Cumhuriyeti Sagdlik Bakanhg
verilerine gbére; 1996’da 623 tane serviks kanseri saptanmig olup, tim
kadin kanserleri arasinda 7. sirada iken, 2002 yilinda bu sayr 708’e
¢clkmig, ancak tim kadin kanserleri arasinda 10. siraya gerilemigtir. 2003
yih verilerinde ise serviks kanseri sayisi 763’e clkarken tOm kadin

kanserleri arasinda da 9. siraya yikselmistir.® Genelde yiiksek dereceli



lezyonlar disuk dereceli lezyonlardan geligsse de, bir kisim olguda direkt
olarak ylksek dereceli lezyon seklinde goérilmektedir. Genital sistemin
HPV enfeksiyonu dlislk dereceli lezyon olarak baslayip kansere kadar

devam edebilmektedir.®

Bas ve boyun timorleri ise tim kanserlerin %10-15'ini
olusturmaktadir.’ Son yillarda yapilan bas ve boyun timérleri ile iligili
yapilan caligmalarda diger faktdrlere ek olarak HPV enfeksiyonlari
Uzerinde de durulmaya baslanmistir. HPV enfeksiyonu, insan genital
keratinositlerini, oral ve tonsiller epitel hicrelerini dlumsuzlestirmektedir.
Bu durum maligniteye doéndsimde baglatici olarak 6nemli rol
oynamaktadir.'"' Bas ve boyun kanserleri arasinda gdzlenen larinks
kanserleri, tim kanserlerin %Z2’sini, bas ve boyun kanserlerinin ise
yaklagik %25’ini olugturmaktadirlar. Ayrica, Gst solunum yolu kanserleri

icinde de en sik rastlanan kanser seklidir."®

Cahgsmamizin amaci, serviks ve bas-boyun kanser
olgularinda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve DNA dizi analizi ile kesin
tanisi  konan human papillomavirusun, bdlgemizdeki prevalansinin
belirlenip, filogenetik analizlerinin yapilarak saptanan tiplerin filogenetik

agactaki yerinin belirlenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Millattan dnce genital sigillerin viral kbkenli olduguna dair bir
g6ris bulunmamakta idi. Bu sigillerin enfeksiyon kokenli oldugu antik
Yunan ve Romadan itibaren bilinmekteydi.” ik belirlenen DNA tiimér
virGsl, 1930 yilinda Richard Shope tarafindan kesfedilen pamuk kuyruklu
tavsan papilloma viriisidir (CRPV).! Bazi dnemli gelismeler ise, 1950 ve
1960’larda kesfedilmigtir. Bu dénemde viral replikasyonun, virus ile enfekte
epitelyal hicrelerin farklilagmasi sireci ile baglantili oldugu belirlenmigtir.
Ayrica bu silrecte papillomavirus virionlarinin bazi fizikokimyasal analizleri
de gerceklestirilmistir." Bu bilimsel gelismenin ardindan papillomavirusun
biyokimyasal ve biyolojik calismalari da oldukca ilerlemistir. Genom
sekanslama sdrecinin tamamlanmasi ile birliktie genomda acik okuma
bdlgeleri (ORF, Open Reading Frame) tanimlanmis ve arastirmacilar viral
genlerin fonksiyonlari hakkinda da bilgi sahibi olmaya baslamigtir. Bu
gelismelerle birlikte, papillamovirus arastirmalari artarak devam
etmistir.”>'® Bovine papillomavirus tip-1'in (BPV-1) sigan hiicrelerinde
degisimi induklediginin belirlenmesi ile birlikte bu tip viruslar birgok

1718 Human

arastirmada standart olarak kullanilmaya baslanmigtir.
papillomavirus (HPV) genomunun molekiler klonlamasi ile birlikte HPV
genotiplerinin varligi anlasiimis olup, bununla birlikte bazi yapisal olmayan
viral proteinlerin BPV-1’de bulunan homologlarindan farkli oldugu da
belirlenmigtir. HPV tiplerinin varhdinin belirlenmesi ile servikal kanser
arasinda oldukga siki bir iligkinin bulundugu da tespit edilmistir. Bu durum

HPV’nin tip alanindaki nemini oldukga arttirmigtir.'®°



insanlarda HPV enfeksiyonuna bagl sigillerin tanimlanmasi
ilk olarak italya'da Ciuffo tarafindan 1907’de kanitlanmistir. Kanser ve
papillamatdz lezyon arasindaki ilk iligki ise, epidermodisplazi verrusiformis
(EV) ile ilk kez 1922’de rapor edilmigtir. Epidermodisplazi verrusiformisli
hastalarda bazi deri kanserlerinin goértlmesi, bazi HPV tiplerinin malign
potansiyeli oldugunu disindirmistir.® Ancak papillomavirusun bu
lezyonlara neden oldugunun kanitlanmasi bundan ¢ok daha sonraki

zamanlara denk gelmektedir.”’

Serviks kanserinin cinsel yolla ortaya ¢ikan bir hastalik
oldugu uzun yillardan beri bilinmektedir. Meisels ve Fortin 1970’lerin
ortalarinda servikste HPV enfeksiyonu ve servikal intraepitelyal neoplazi
(CIN) histolojisinin beraberligine dikkat gekmislerdir.?? Servikal kanserlerde
HPV’nin varligi deneysel olarak 1972 yilinda arastiriimaya baslanmistir.?®
Bazi calismalarda genital lezyonlarin nadir olarak malign timorlere
doénlstigu bildirilmis olup, bunun Gzerine genital lezyonlarda belirlenen
virusun kansere yol acan bir aday oldugu goérisu kesinlik kazanmaya
baglamistir. iki ¢alisma grubunun 1970’lerde ayni anda HPV ailesinden
bahsetmis ve HPV ailesine ait yaklasik 100 tipin bulundugunu iddia

etmislerdir.?>24

Human papillomavirus ve servikal kanser arasindaki iligki ilk
kez 1976 yilinda Harald zur Hausen tarafindan ortaya konmustur.
Gissmann ve zur Hausen 1980-1982 yillari arasinda genital lezyonlardan
ve laringeal papilloma érneklerinden iki HPV DNA’si karakterize etmistir.?®
Molekiler ydntemlerin  1970°li yillarda geligtiriimesi, papillomavirus
arastirmalarinda Rdnesans devrinin yasanmasina neden olmustur. Bilim
adamlari bu teknik gelisim sayesinde papillomavirusun genomik yapisini
tanimlamay1 basarmislardir.” zur Hausen tarafindan yapilan diger serviks



kanseri caligmalarinda ise HPV tip 16 ile 18 belirlenmis ve gelisen
teknoloji sonucunda birgok olguda HPV DNA’sI saptanmistir.?* Harald zur
Hausen bu buluguyla 2008 yilinda Nobel tip 6diline layik géralmustar.
Daha sonra devam eden c¢aligsmalarda elde edilen biyopsilerin %70’'inde
yine bu iki tip HPV DNA’sina rastlanmistir. Ayrica yapilan ¢alismalarda
biyopsi érneklerinde, diger kesfedilen bazi HPV tiplerinin DNA’larinin da

var oldugu belirlenmistir.?*%

Serviks karsinomlarinin yaninda anal, perianal, vulvar, penil
ve orofaringeal kanserlerin de blyUk bir kisminin HPV ile iligkili oldugu
bilinmektedir.?> Ozellikle yapilan ¢alismalar gdstermistir ki, bas ve boyun
kanserlerinin risk faktérleri arasinda HPV’ler yer almaktadir. Bu nedenle,
son yillarda bas ve boyun kanserleri ile ilgili yapilan ¢alismalarda diger
faktdrlere ek olarak, HPV enfeksiyonlari izerinde de durulmustur.® Oral ve
orofaringeal karsinogenezde, HPV ile ilgili ilk c¢alisma 1983 yilinda
Syrjanen ve arkadaslari tarafindan yapilmis ve karsinogenezde HPV’nin
rol oynadigini tespit etmislerdir.?’ Daha sonra tim bas ve boyun
kanserlerinde de HPV’nin varligi Hodge ve ark. (1985), Niedobitek ve ark.
(1990), Blot ve ark. (1994), Mineta ve ark. (1998), Gillison ve ark. (2000),
Mork ve ark. (2001) gibi bircok arastirmaci tarafindan da gdsterilmistir.?%%
Bu calismalarda, 6zellikle bas ve boyun kanserlerinin yaklasik %20-
25'inde HPV tip 16 gibi onkojenik HPV tiplerinin g6zlendigi belirtilmigtir.



2.2. HPV’nin Siniflandiriimasi

Papillomaviruslar deri ve mukoza epitelini enfekte eden DNA
viruslari olup, papillomaviridae ailesinde yer alir. Papillomaviruslarin sinirli
konak ve doku spesifiteleri vardir. Tur spesifite mekanizmasi tayin
edilmemistir, fakat muhtemelen virusun baglanma ve penetrasyonundan

ziyade, konak diizenleyici proteinlerine bagli olabilir.>*

Elektron mikroskobu ile yapilan birgcok calismada
papillomaviruslar ve polyomaviruslar arasindaki iligki arastirilmis ve her iki
grup da Papovaviridae ailesi icinde birlestirilmistir. Bu iligki, cift sarmalli
sirkiler DNA genomuna sahip olmalarn ve zarf tagimamalari gibi ortak
karakteristik ozelliklere dayanilarak yapilmistir.?® Ancak yapilan bircok
calisma bu iki grubun dogasinin daha iyi anlagiimasi icin yol géstermistir.
Polyomaviruslarin T antijeni ve papillomaviruslarin E1 gen bdlgesinde
kicuk bir segment diginda nUkleotid veya aminoasit homolojisi
gbstermedigi ortaya konmustur. Bu viruslarin Farkli genom buyuGklikleri,
organizasyonlari ve farkh replikasyon stratejileri mevcuttur. Bu sebeple
2004 yihinda ‘Uluslararasi Virus Taksonomi Komitesi’ tarafindan
polyomaviruslar ve papillomaviruslar iki ayri aile olarak; polyomaviruslar
Polyomaviridae ve papillomaviruslar ise Papillomaviridae ailesi iginde

siniflandiriimistir.®

Papillomaviridae ailesinde 12 cins yer almaktadir. Bunlar
alfa, beta, gamma, mu ve nu cinsleri ile bunlarin disinda kalan ve hayvan
papilloma viruslarini olusturan 7 cinsi icermektedir (Sekil 1).3 HPV'ler

genital ve mukozal kanserler ile yakindan iligkili olan etiyolojik ajanlardir.



Bu HPV’ler tibbi acgidan da oldukgca édnemli olup, 6zellikle en blyluk grup

olan alfa cinsi icerisinde yer almaktadirlar (Tablo 1).*

species §
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Sekil 1. Papillomaviridae ailesinde yer alan cinsler.*



Tablo 1. Servikal kansere neden olan alfa papillomaviruslar.*

Alfa 1

Alfa 2

Alfa 3

Alfa 4

Alfa 5*

Alfa 6*

HPV 32
HPV 42
HPV 3
HPV 10
HPV 28
HPV 29
HPV 77
HPV 78
HPV 94
HPV 61
C62

HPV 72
HPV 81
HPV 83
HPV 84
C86

c87

Cc89

HPV 2
HPV 27
HPV 57
HPV 26
HPV 51
HPV 69
HPV 82
HPV 30
HPV 53
HPV 56
HPV 66

Dusuk risk

Dusuk risk
Kutanéz
Kutanéz
Kutanéz
Kutanéz
Kutanéz
Kutanéz
Kutanéz
Dusuk risk

Dusik risk
Dusuk risk
Dusuk risk
Dusuk risk

Kutan6z
Kutan6z
Kutanbz
Yuksek risk
Yuksek risk

Yiksek risk

Yiksek risk

Yiksek risk
Yiksek risk

Alfa 7

Alfa 8

Alfa 9*

Alfa 10

Alfa 11*

Alfa 12
Alfa 13
Alfa 14
Alfa 15

HPV 18
HPV 45
HPV 59
HPV 39
HPV 68
HPV 70
C85
HPV 7
HPV 40
HPV 43
Co1
HPV 16
HPV 31
HPV 33
HPV 35
HPV 52
HPV 58
HPV 67
HPV 6
HPV 11
HPV 13
HPV 44
HPV 55
HPV 74
HPV 34
HPV 73

HPV 54
C90
HPV 71

Yuksek risk
Yiksek risk
Yuksek risk
Yiksek risk
Yuksek risk

Kutandz(mukozal)
Kutandz(mukozal)
Kutandz(mukozal)

Yuksek risk
Yuksek risk
Yiksek risk
Yiksek risk
Yuksek risk
Yuksek risk

Dusuk risk
Dusuk risk
Dusuk risk
Dusuk risk
Dusuk risk

Yiksek risk
Yiksek risk

Dusuk risk
Dusuk risk
Dusuk risk

* Yiksek riskli HPV tipleri (Servikal kanserlerde siklikla gbézlenenler).




Papillomavirusa ait dizilerin analizi, majér kapsid proteinini
kodlayan L1 geninin, diger bolgelere gére daha iyi korunmus oldugunu ve
Ozellikle virusun tiplendirilmesi i¢cin bu bdlgenin uygun oldugunu
gbstermigtir.  Bu sebeple papillomaviruslarin  simdiki kabul gérmus
taksonomisi, sadece L1 geninin ndkleotid dizi benzerligine dayanarak
yapiimistir.®” Herhangi bir HPV tipinin genomundaki L1 gen dizisi, diger bir
tipten en az %10 farkhdir. Yeni bir HPV tipinin tanimlanmasi icin bilinen
tim tiplere gére L1 dizisinde %10’dan fazla nikleotid farki gerekir ve her
bir HPV tipi kesif sirasina gére numaralandirilir.®*>® Giinlimiizde 200°den
fazla HPV tipi tanimlanmigtir. HPV’lerin siniflandiriimasi; tar orijini ve DNA
hibridizasyonuyla tespit edilen viral genomlar arasindaki homolojinin
derecesine baglhdir. DNA sekanslarina gére papillomaviruslarin filogenetik
siniflandirmasi  yapilmigtir. Papillomavirus tiplerinin, alt tiplerinin ve
varyantlarinin taksonomik siniflandiriilmasinda major viral protein olan L1
gen bdlgesinin homolojisi gbz éntinde bulundurulmustur. Birbirinden en

uzak tiplerde dahi %40 benzerlik gdrilmektedir.®%

HPV tipleri klinik olarak da tg¢ kategoriye ayriimaktadir.
e Dasuk riskli HPV tipleri; 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 55 ve 62
e Olasi yuksek riskli HPV tipleri; 26, 53 ve 66
e Yuksek riskli HPV tipleri; 16 basta olmak tGzere 18, 31, 33, 35, 39,
45,51, 56, 58, 59, 68, 73 ve 82 olarak gruplandiriimaktadir.*%4!




2.3. HPV’nin Genel Ozellikleri

Papillomaviruslar ¢ift sarmalli, ikozahedral simetrili yaklasik
55 nm ¢apinda, zarfsiz DNA virGsleridir (Sekil 2). Elektron
mikroskobundaki incelemelerde kapsidinin 60 hekzon ve 12 penton olmak
Uzere toplam 72 kapsomerden olustugu bilinmektedir. Virusun dis protein
kilfi, bir majér ve bir mindr olmak Uzere 2 kapsid proteini icermektedir.
HPV’nin genetik bilgisi yaklasik 8.000 baz ¢ifti iceren halkasal, ¢ift zincirli
bir DNA molekilliinde kodlanmaktadir.>>%

Sekil 2. HPV’nin genel gériiniimii.*

Human papillomaviruslar, epitelyotropik viruslardir ve
skuamdz hicrelerin nikleusunda gogalirlar. El, ayak, anogenital bdlge gibi
kutan6z ve mukozal epitelyal dokularda enfeksiyon olustururlar.
Papillomaviruslar zarflar olmadigindan kuruluga nispeten direngli ve
stabildir, en az bir hafta ekstraselller olarak canhhgini koruyabilirler.
Organik c¢ozicilere direnclidirler ve 56°C’de enfektivitesinde mindr bir
kayip meydana gelir.*®



2.3.1. HPV'nin vapisi ve proteinleri

HPV'nin yapisi;

Papillomaviruslar, kug¢Uk boyutlarina ragmen molekdler
biyolojileri olduk¢ca kompleks olan viruslardir. Viral proteinleri kodlayan
diziler tek bir DNA sarmali (Uzerindedir ve genetik yapr tim
papillomaviruslarda aynidir. Fonksiyonel olarak erken bélge (early: E), geg
bélge (late: L) ve uzun kontrol bdlgesi (long control region: LCR) olmak
Uzere u¢ bolgeye ayriir. Tum papillomaviruslarda bu G¢ bolge iki
poliadenilasyon (pA) bdélgesi tarafindan ayriimaktadir; erken pA ve gec pA.
Erken bélgede 8 ORF (Open reading frame-agik okuma bélgesi) ve gec
bdlgede 2 ORF bulunur. Bitin HPV ORF’leri virusun sadece bir sarmali
Uzerinde yer almaktadir ve 10 ORF viral hayat dénglsindeki gen
ekspresyon sirasina gore erken ve gec¢ olarak isimlendirilir. Erken
proteinler E1, E2, E4, E5, E6 ve E7 viral replikasyon ve hicre
transformasyonunda rol alir.®® Son yillarda kesfedilen E3 ve E8 de ayni
bdlgede bulunmakta olup, E8’in E2 bdlgesinin delesyonu sirasinda ortaya
ciktig distnilmektedir.** Geg gen bodlgesinde ise L1 ve L2 proteinleri
kodlanmaktadir (Sekil 3 ve 4).%% Bu genlerden, L1 geni major kapsid
proteini ve L2 geni mindr kapsid proteinini kodlar. Tum bu proteinler,
transmembranin uyariimasi, hicre doéngUsinin dizenlenmesi ve
transformasyon aktivitesinin denetlenmesi gibi pleotropik fonksiyonlara

sahiptir.*
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Sekil 4. HPV’nin genomik yapisi.*




Human papillomavirus proteinleri:

E1 ve E2 proteinleri

E1 ve E2 genleri HPV'nin 6énemli dizenleyici proteinlerini
kodlamaktadir. Bu genler parabazal keratinositlerde bulunur; viral
epizomun stabilize edilmesinde, viral replikasyonun baslatimasinda ve
replikasyonda rol oynarlar. E2 tarafindan kodlanan protein LCR’deki E2
baglanma yerine baglanarak transkripsiyonu baskilar. E1 tarafindan
kodlanan protein ise promoter bolgesine E2nin baglanmasini

kolaylastirir.*’

E2 proteini, prodiktif enfeksiyon sirasinda cesitli roller
ustlenmektedir. Bu protein, bazal hicrelerde viral DNA replikasyonunun
baslamas!i ve genomun acilmasi igin gerekmektedir.46 Farklilagsmamis
hicrelerde E2 proteini, dislk dozlarda transkripsiyonu arttirmak igin, bir
viral transkripsiyonel trans-aktivatér gibi davranir, oysa yuUksek
konsantrasyonlar da Sp1 ve TFIID gibi transkripsiyonel faktérlerin, onlari
taniyan dizilere baglanmasini engelleyerek baskilayici hale gelebilir.
Farkhlasmis hucrelerde ise E2 proteini, ge¢ promoter bdlgesindeki
degisimden dolayi transkripsiyonda baskilayici fonksiyonunu kaybeder. Bu
durum, E1 ve E2 protein seviyelerinin ve bu sebeple viral DNA
amplifikasyonunun hizli artigi ile sonuglanir. Servikal kanser hicrelerinin
cogunda, viral genomun integrasyonuna bagh olarak meydana gelen E2
ekspresyondaki kaybin, HPV’nin indukledigi karsinomlarin gelisimine

katkida bulundugu kabul edilmistir.*¢4”



E2 ayni zamanda viral genom replikasyonu igin de gereklidir.
E2 spesifik olarak E1’i tanir ve viral replikasyon orjininde (Ori) E1’i toplar,

burada E1-E2 kompleksi olusur.*®

E1 proteini, 68 kDa'luk ATPase, DNA helikaz ve DNA
sarmalinin agilmasi icin aktiviteye sahip olan nikleer bir proteindir. Dastk
kuvvetle viral Ori'ye baglanir ve baglanma affinitesi E2 proteini ile
arttinlabilir. E1 DNA replikasyonunu aktive etmek i¢cin DNA polimeraz-a’nin
sublnitleri ile etkilesir. E1 proteini, hem viral DNA replikasyonunun
baslamasinda hem de replikasyon catalinda helikaz aktivitesine bagli

olarak elongasyonda rol oynamaktadir.*®

E4 proteini

E4 proteinleri enfeksiyonun ge¢ dbéneminde bol miktarda
salinmaktadir. Tam uzunlukta bir E4 proteini, u¢ uca eklenmis E1-E4
transkriptlerinden olusur. E1-E4 proteini fazla salinir ve E4 ORF ile E1’in
ilk 5 aminoasidi 17 kDa'luk E1-E4 flzyon proteinini olusturur. E1-E4
transkriptleri HPV’nin hayat déngisi suresince salinir. Tam uzunluktaki
E1-E4 proteini, Ust farklilagsmis hicre tabakalarinda proteolitik olarak
parcalanmig polipeptid Grtnlerine baglidir ve en ylksek dizeyde salinim,

farklilasmis suprabazal tabakada meydana gelir. *’

Viral hayat doéngusinde E1-E4’Gn fonksiyonu hala agik
degildir. E1-E4 proteini dzellikle sitoplazmada yer almaktadir. Ylksek riskli
HPV tiplerinin E4 proteini, enfekte hiicrelerin sitoplazmasinda yaygin



olarak dagilir ve keratin intermediate filamentleri (IF) ile organize
filamentéz bir ag formu olusturur. Ayrica, in vitro sitoskeleton kollapsina

yol agIp virus saliniminda rol aldigi ileri stiriilmektedir.*”*°

ES5 proteini

E5 proteini yaklagik 5 kDa uzunlugunda, 83 aminoasitlik,
kicUk bir hidrofobik membran proteinidir. Baslca endoplazmik
retikulumda, golgi cisimciklerinde ve plazma membranlarinda
bulunmaktadir. E5 proteini, enfeksiyonun baglangicinda oldukga énemlidir.
Epidermal blyime faktérl reseptdrd, trombositleri aktive edici blylime
faktorl reseptéri ve koloni uyarici faktor—1 reseptort ile bir kompleks
olusturarak hiicre bilytimesini uyarir. Son yillarda E5 proteini, apoptozisi
izleyen DNA hasarinda da goérllmektedir. Bundan bagska, HPV
enfeksiyonu ile gelisen servikal kanser lezyonlarinda siklikla epizomal viral
DNA, konak DNA’ sina entegre olmakta ve ES5 proteinini kodlayan diziyi de
iceren genomun azimsanmayacak bir parcasi delesyona ugramaktadir. Bu
nedenle, HPV ile iligkili karsinogenezin ge¢ donemlerinde E5 zorunlu
degildir.*®

Son zamanlarda yapilan calismalar, E5 proteininin, viral
¢ogalma ve farklilagsmis hicrelerde viral gen ekspresyonunu modile

etmede E7 ile ortak bir rol oynadigini gdstermistir.*’



E6 ve E7 proteinleri

Human papillomavirusun onkojenik fonksiyonlari, 6zellikle E6
ve E7 proteinlerinin salinimina baghdir. E6 ve E7 proteinleri iki ana HPV
onkoproteinleridir. E6 onkoproteini, yaklagik 17 kDa buyukliginde olup,
HPV enfeksiyonunun kansere donismesinde énemli bir rol oynamaktadir.
Yuksek riskli HPV’lerde E6 proteinleri, konak hiicrenin hem nikleus hem
de sitoplazmada bulunmaktadir.*’

YUksek riskli E6 proteinlerinin iyi bilinen fonksiyonlarindan
biri p53 geninin yikilmasi yolu ile insan hicrelerini degisime ugratma
kabiliyetidir. p53 geni, hicre dongusind durduran veya apopitosizi uyaran
bir tamoér baskilayicisidir. DagUk riskli (Low risk; LR) HPV E6 proteinlerinin
de p53 genine diisiik kuvvetle baglandigi gdsterilmistir.*’

E7 onkoproteini ise, yaklagik 12 kDa molekdl agirligindadir
ve Oncelikle nukleusta bulunur. YlUksek riskli HPV’'nin E7 proteinlerinin
temel aktivitesi, retinoblastom (Rb) ailesi Uyeleri ile iligkisi yoluyla,
hicrelerin farklilasmasinda rol alir. Rb proteini hicre siklusunun G1
fazindan S fazina gegisini inhibe eder ve aktivitesi fosforilasyon ile
dizenlenir. HPV ile enfekte hiicrelerde, E7 proteinlerinin hipofosforile Rb
proteinlere baglanmasi, Rb proteininin inaktivasyonu ile sonuglanir ve
hiicre déngusinin S fazina ilerlemesine izin verir. DUsUK riskli HPV’nin E7
proteinlerinin ayni zamanda Rb’ye dusik kuvvet ile baglandigi da

gosterilmistir.*®



E8 Proteini

E8 proteininin agik okuma bdlgesi, bovine papillomavirus tip
1 (BPV—-1) ve human papillomavirus tip 31 (HPV-31) disinda bircok tavsan
papilloma virlslerinde de bir onkogen olarak tespit edilmigtir. Ayrica, BPV—
1 ve HPV-31'de viral transkripsiyon ve replikasyonun bir negatif
diizenleyici olarak E8"E2 flizyon proteini belirlenmistir.*® E8 geninin bir
parcasi olan E8"E2 flizyon proteini, E2 geninin C terminaline baglanmis
olup, viral transkripsiyonun alternatif bir yolunu olusturmaktadir. E8"E2C,
viral yagam dongusunin erken evresi boyunca HPV DNA replikasyonunun

negatif bir diizenleyici oldugunu géstermektedir.*

L1 ve L2 proteinleri

Gec bdlge yaklasik 3 kb uzunlugundadir ve sirasiyla majér
ve mindr proteinlerini kodlayan L1 ve L2 genlerini icermektedir. Kapsid
proteinleri olan L1 proteini yaklasik 55 kDa, L2 proteini ise yaklagik 74 kDa
agirhigindadir. L1 proteini hlcreye girig igin a6p4 integrin, heparan sulfat
ve glikozaminoglikan dahil Ug¢ farkl ylzey reseptdriine baglanir. L2’nin
hicresel ylzey proteinine baglanmasi da, etkili HPV enfeksiyonu igin
gereklidir.*®* Enfekte hiicrenin sitoplazmasinda L2 proteini sitoplazmadan
nikleusa virusun etkili transportu igin B-aktin ile etkilesir. L1 ve L2
proteinlerinin reseptdr aracil bir yolla nikleus icine tasinmasi énemlidir.
L2 proteininin DNA’ya baglanmasindan ve enkapsidasyon olaylarindan
sorumlu oldugu ileri sirulir. Son zamanlarda HPV—-16 L2’nin varlidinin
E2’nin transkripsiyonel transaktivasyonunu inhibe ettigi, fakat DNA



replikasyonunu etkilemedigi  bildirilmisgtir.  Viral hayat ddéngUsunin

diizenlenmesinde L2-E2 birlesmesinin etkisi hala arastiriimaktadir.*”*°

2.3.2. HPV'nin replikasyonu

Human papillomavirus replikasyon déngustntn epitelyumun
stratum germinatiyumundaki (bazal tabaka) hlcrelere girisi ile bagladigi
bilinmektedir. HPV enfeksiyonunda, bazal tabaka epidermisinin hafif veya
mikrotravmasi gerekmektedir. Diger pek ¢ok virus gibi HPV’de, konak
hicreye, hicre ylzeyindeki heparan silfat araciligiyla tutunur. HPV
tutunmasinda ikincil bir reseptor veya stabilize edici proteoglikanlar da rol
oynayabilir.>°

Viral entegrasyon tipik olarak viral E1 ve E2 bdlgelerinde
meydana gelmektedir. Bu genler viral gen ekspresyonu ve replikasyonunu
diizenleyen proteinleri kodlamaktadir.*® E1 proteini viral DNA replikasyonu
icin énemli olan helikaz aktivitesine sahiptir. Ayrica, viral replikasyonun
baslamasinda anahtar rol oynamaktadir ve potansiyel bir adaydir. E2
proteini ise ayni zamanda iki protein kodlar; bunlardan biri erken bélgenin
transkripsiyonunu inhibe eder, digeri ise arttirir.*' Kanserin gelisiminde E2
bblgesinde siklikla kirilma meydana geldiginden HPV DNA entegrasyonu
onemlidir (Sekil 5). Entegrasyon esnasinda E2’de meydana gelen kirilma,
E2'nin E6 ve E7 Uzerindeki inhibitdr etkisini ortadan kaldinr ve E8
bdlgesinin olusumuna yol acar. Sonucgta, E6 ve E7 viral proteinlerinin
kontrolsiiz olarak ifade ediligi gordlir.®" Bu nedenle, E6 ve E7

onkoproteinleri kanser gelisimi igin dnemlidir.
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Sekil 5. Karsinogenezde E2 gen bélgesinde kiriima.*

Human papillomavirus tiplerinin E6 ve E7 proteinlerine sahip
olmasi ve bu bdlgelerin timdr baskilayici proteini olan p53 ve Rb ile iligkili
olmasi bu HPV tiplerinin, kanser gelisimi agisindan yiksek risk tagidigini
gbstermektedir. E6 proteini, p53 ve hlcresel ubikuitinasyon enzim EG6-
AP’yi (protein yikiminda kullanilan bir enzim) kapsayan G¢li bir
kompleksin olugsumuyla timoér baskilayici p53 proteininin pargalanmasini
uyararak hlcre proliferasyonunu tesvik eder (Sekil 6). E6 ile aktive edilen
parcalanma sonucunda hicre ddngusunin ilerlemesi bozularak tamor
hiicre gelisiminde artma gerceklesir.>® E6 ve E7 genlerinin transformasyon
aktivitesi onlarin hdcre déngustnde gorevli hlicresel proteinler ile olan
etkilesimlerinden kaynaklanmaktadir. E7 proteininin, HPV 16 ve HPV 18
gibi ylksek riskli HPV’ler tarafindan kodlandigi ve Rb’ye yuksek kuvvetle
baglanigi tespit edilmigtir. E7 proteini Rb’ye ‘cep domaini’ adi verilen bir
bdélgeden baglanir. Rb’nin cep domain dizisi timér baskilayici fonksiyonu
icin 6nemlidir. Rb’nin dnemli biyokimyasal fonksiyonlarindan biri, E2F
transkripsiyon faktorlerine baglanmak ve replikasyonda gorevli olan enzim

genlerinin - salinimini  baskilamaktir. Replikasyonda gérevli enzim



genlerinin baskilanma yetenegdi, Rb'nin timoér baskilayici fonksiyonu ile
iliskilidir.>
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Sekil 6. Rb ile p53’e baglanan HPV E6 ve E7 proteinleri.>

Enfeksiyon ve vejetatif viral blyUmenin tamamlanmasi
keratinosit farklilasmasina baghdir. VirGsler ilk olarak o6ncil bazal
keratinositleri enfekte eder, fakat viral proteinlerin ylksek seviyede sentezi
ve viral drlnlerin bir araya toplanmasi sadece skuaméz epitelin stratum
spinosum ve granulosum tabakalarinda meydana gelir.>* Viral genlerin
sentezi keratinositlerde meydana gelir ve keratinositlerden baska herhangi
bir hiicrede viral gen sentezinin meydana geldigi kanitlanmamigtir. Bazal
hicrelerde virls enfeksiyonu ile baglangi¢ta distk kopya sayisi gorulir.
Daha sonra viral DNA replikasyonda hiicre siklusuna bagli olarak, viral yik
yaklasik 50—-100 kopya/hlcre sayisina ulasir. Enfekte hicre 6ncil koék
hiicreden ayrilarak epitelin diger tabakalarina girer.>® Daha sonra viral gen



ifadesi minimal dizeydedir ve Ozellikle E6 ve E7 onkogenlerinin ifadesi
aclkca saptanabilen E6/E7 transkriptleri ile siki bir kontrol altindadir.
Enfekte keratinosit farkllasan tabakalara girdiginde, hticre déngtsinden
ayrilir. Burada viral gen ifadesinin etkili bir regtlasyonu vardir ve viral DNA
replikasyonu gerceklesir. Viral kopya sayisi en azindan 1000 kopya/hlicre
ulasir. Erken genler E6 ve E7’nin ¢ok sayida ifadesi ve ge¢ promoterdan
gec genlerin ifadesi gérilir.>® Hicre dénglsiyle farklilasan hiicrede

meydana gelen bu olaylarin gerceklesmesi 6nemlidir.

Papillomaviruslar, bir DNA replikasyon enzimi icermektedir,
bu da E1 ve E2 proteinini kodlar. Replikasyon tamamen hicresel DNA
sentez mekanizmasina baghdir. Bu virus icin problem, hicresel DNA
polimerazin ve replikasyon faktdrlerinin sadece mitotik olarak aktif
hicrelerde Uretilmesidir. Bu problemi ¢ézmek igin viruslar viral yasam
dbéngust kapsaminda proteinler kodlar. Déngustz hicrelerde hucresel
DNA sentezini reaktive eder, apoptozisi inhibe eder ve enfekie
keratinositlerin farklilasma programini geciktirir. Viral DNA replikasyonuna
izin veren bir cevre olusturur. Gerceklestirilen kusursuz detaylar tam
olarak anlasilamamistir, ancak bu fonksiyonlar i¢in viral genlerin merkezi
E6 ve E7'dir.*®

HPV'nin yasam ddnqdisi:

Enfeksiyonun olabilmesi i¢in bazal tabaka hucrelerinin
uygunlugu yani deri veya mukozada mikrolezyonlar gereklidir. Enfekie
hicreler bdlindrler ve populasyon lateral olarak yayilir. Yavru hlcrelerin
bir kismi ise farklilasan suprabazal tabakaya g6¢ eder. Burada viral genler
aktive olur, viral DNA replikasyonu ve kapsid proteinlerin olusumu



sonrasinda viral partikiller olugur. Bu partikiller yizeyde salinir ve baska
dokulari enfekte ederler (Sekil 7).
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Sekil 7. HPV’nin yagsam dongiisii.*®

2.4. HPV’nin Klinik Bulgular

Papillomaviruslar her yerde bulunabilir, insanlar diginda
hayvanlarda da papillomaviruslarin  varhdir gdésterilmistir. Human
papillomavirus insanlarda primer olarak skuaméz epiteli enfekte ederek,
deri ve mukozada cesitli lezyonlar olusturmaktadir. HPV genital bélge

digsinda oral kavitede, sinonazal bdlgede, nazofarinkste ve larinks




mukozasinda da papuler tarzda prekanserbéz lezyonlara sebep

olmaktadir.%’

Human papillomavirus enfeksiyonlarinin gogu asemptomatik
olmakla birlikte degisik klinik tablolar ortaya cikabilir.®® Klinik tablolardaki
bu degisiklikler virusun tipine (HPV 16 ve HPV 18 invaziv karsinom ile
iligkilidir), lezyonun lokalizasyonuna (respiratuvar papillomatozis gibi),
bireyin bagisiklik durumuna (gebeler ve immun yetmezligi olanlarda daha
agir tablo) ve epitelin dogasina (serviksin transformasyon bdlgesindeki
metaplazik skuamobz epitel, HPV veya diger kofaktorlerin onkojenik

etkilerine daha yatkindir) baghdir.>®

Klinik olarak belirgin HPV lezyonlari olan genital sigiller, ilk
enfeksiyondan ortalama 8 ay sonra ortaya cikar. HPV enfeksiyonu sonrasi
servikal kanser gelismesi i¢in uzun bir siire gereklidir. Genellikle 10—-15 yil
gibi bir zaman dilimi goéraulir. Bu dénemde, skuaméz intraepitelyal lezyon
(SIL) veya servikal intraepitelyal neoplazi (CIN) olarak bilinen prekanseréz
lezyonlarin erken tespiti ve tedavisi ile servikal kanser buyidk oranda

onlenebilir.%®

Human papillomavirus, sadece serviks kanserlerinde degil
ayni zamanda deri ve faringeal kanserler gibi diger malignensilerle iligkili
olan vulvar, vaginal, penil ve anal kanserlerden de sorumludur.® Yaklasik
40 HPV tipinin genital mukoza enfeksiyonuna sebep oldugu bilinmektedir
ve kanserojen potansiyeline gdre siniflandirilmaktadir. DisUk riskli tipler,
genital sigiller ve diguk dereceli genital lezyonlari iceren benign lezyonlara
sebep olur, ancak genital kanserlerde bulunmazlar. Bu nedenle ‘diigik



riskli’ olarak adlandirlirlar. Ylksek riskli tipler ise, hem disik hem de
yuksek dereceli prekansertz lezyonlara sebep olurlar. Bununla beraber,
invaziv kanserlerde gérllen tipler icin ‘yuksek riskli’ tanimlamasi

yapiimaktadir.>®

2.4.1. Epidermodisplazia verrusiformis

Epidermodisplazia verrusiformis (EV), nadir gorilen bir
hastalik olup, kutanéz HPV enfeksiyonlarina duyarli olan bireylerde ¢ok
sik rastlanilmaktadir. Bitin ydzde, ekstremitelerin dig ylzeylerinde sigil
benzeri lezyonlarla karakterize olan nadir gérilen bir hastaliktir.®
Cocukluk caginda, genellikle sigiller gelisir, yayginlasmaya baslar ve bazi
durumlarda skuamdz hiicre kanserlerine dogru gelisme miimkindir.®!
Normalde gorulen predominant karakterli iki tip lezyon vardir; her ikisinin
de ayni hastada gelismesi mimkandur. Bazi lezyonlar basit sigiller olarak
gOralebilmektedir, diger lezyonlar ise kirmizi-kahverengi makuller veya
pullu bicimdedir. Basit sigillere sebep olan HPV tipleri HPV 3 ve HPV
10’dur. Pullu yapidaki sigiller ise EV'ye 6zgu HPV tipleri ile aynidir ve

yaygin olarak HPV 5 ve HPV 8 bunlardan bazilaridir.5%¢

2.4.2. Anogenital sigiller

Genital sigiller dinyadaki yayginhgi acisindan oldukga
6nemli bir saghk problemidir ve cinsel yolla en sik bulasan

enfeksiyondur.®* Diinya verilerine gére, genital sigiller klinik olarak cinsel



ybnden aktif popllasyonun en az %1’inde goértlmektedir. Genital sigillerin

yaklasik Ucte ikisi enfekte es ile cinsel iliski sonucu gelismektedir.®®

Anogenital sigiller genellikle eksternal lezyonlar olup ¢esitli
sekilde gorulebilirler. Bu tip sigiller eksternal genital boélgede veya cesitli
bdlgelerde gelisebilmektedir. Kadinlarda, cogunlukla perine ve anas,
erkeklerde de penis ve anisde gérilebilmektedir. Coklu lezyonlar anus
etrafinda gelisebilmekie ve anal kanali cevreleyebilmektedir. Cogu
kondiloma kendigilinden sona erer veya lokal mildahale ile
sonlandirilabilir. Ayrica bazi kondilomalar yillarca kalici olabilir. Bu tip
sigillerin daha buylk hale gelmesi, hamilelik boyunca genislemeleri veya

dagilma sonucu kendiliginden sona ermeleri miimkiindr.%®

Genital sigillerin etkin bir tedavi yéntemi yoktur. Bu nedenle
degisik tedavi ybntemleri uygulanmaktadir ve bu ydntemlerin basari
oranlari degisiklik géstermektedir. Tedaviyi etkileyen faktérler arasinda en
6nemlisi hastaligin gidisi ve konak direnci ile iligkisidir. Bu sigiller tedavi
edilmeseler de bazen kendiliginden iyilesebilir. Ancak ¢ogunlukla boyutlari
ya ayni 6lgctde kalr ya da ilerler. Bugin yapilan tedavinin amaci ise, gozle

gbrillen ve yakinmalara neden olan sigillerin ortadan kaldiriimasidir.®’



2.4.3. Genital olmayan diger deri sigilleri

Deri sigilleri viicudun herhangi bir tarafinda olabilir, siklikla
goraldukleri yerler, ayak ve ellerdir. Bu sigiller benign papillomalar olup,
genellikle yasi baydk cocuklarda veya genc yetiskinlerde gorilUrler.
Genital olmayan sigillerde gecis genellikle esyalar vasitasiyla olur.%®
Cevresel sartlarda papillomaviruslar uzun sireler canlihgini koruyabilirler.
Deride herhangi bir sekilde kiguk yariklar veya cizikler olmasi enfeksiyona
maruz kalma riskini artirir. Papillomaviruslarin bazal hiicrelere ulasmasi bu
sayede kolaylasir ve bu enfeksiyonun ilk adimi i¢in gerekli olan bir strectir.

Enfeksiyonun baglamasi ile birlikte, lezyonlar gériilmeye baslar.®®

2.5. HPV’nin Kanser ile iligkisi

Human papillomaviruslarin, mukozal ve epitelyal kanserlere
yol actiklari artik kanitlanmistir. En sik gorulen kanserler arasinda yer alan
serviks kanserinin de baslica sorumlu ajani HPV’lerdir. Serviks kanseri
diginda 0Ozellikle anal, vulvar, penil, oral ve laringeal kanserlerin de bir
béliminden HPV’ler sorumludur (Grafik 1). Human papillomavirus ile
meme, 0zefagus, akciger, kolon, rektum ve prostat gibi diger kanserlerle
de nedensel iliski kurulmaktadir.”



& HPY (+) m TOFLAM

< 71

Grafik 1. HPV ile iligkili kanserlerde HPV gériilme sikligi

Human papillomavirus enfeksiyonlarinin invaziv kansere
dénlsmesi icin uzun bir slire¢ gerekmektedir. Ayrica, kalici enfeksiyonun
yaninda, HPV'nin tipi, cevreye ve konakgiya ait faktérlerin de énemli bir rol

oynadigi bilinmektedir.

2.5.1. Serviks kanseri ve HPV

Serviks kanseri, meme kanserinden sonra diinyada en sik
gorilen ikinci kadin kanseridir. Her yil tani konan 500 binin Gzerinde yeni
olguya kargin 275 bin hasta hayatini kaybetmektedir. Vakalarin %80’i
gelismekte olan Ulkelerde goérilmektedir. Olgularin ¢ogu transformasyon

zonundan kdken almaktadir ve yassi hiicreli sitolojiye sahiptir.””



Servikal kanserlerin %85’'i skuamdz hicre kanserleridir.
Lezyonlarin malignensi surecine yillar stren displastik degisimler eklenir
ve skuamdz hiicre karsinomu (squamous cell carcinoma-SCC) gelisimi ile
son bulur. Enfeksiyona ilk skuamdz epitelin bazal tabakasinin maruz
kaldig tespit edilmistir. Servikal kanserlerin %99,9’'unda HPV DNA’sinin
bulundugu kesinlik kazanmistir.”®

Human papillomavirus tip 16 ve 18 servikal kanserlerin
%70’inden sorumlu tutulmaktadir. En yaygin onkojenik HPV tipi, HPV tip
16’dir ve bunu HPV tip 18 takip eder. Asemptomatik HPV enfeksiyonu
kadinlarda 10 yillik bir streci kapsamaktadir. HPV 16/18 tiplerinin her ikisi
de, CIN IIl veya invaziv kansere neden olmakta ve diger HPV tiplerine
nazaran daha hizl serviks kanseri gelistirebilmektedir.”*

Serviksin premalign lezyonlari;

Serviksin invaziv skuam6z kanserleri ile birlikte izlenen
hicresel atipi uzun zamandan beri taninmasina ragmen, serviksin in situ
karsinomunun taninmasi ve preinvaziv potansiyelinin varligr 1950'li yillara
kadar kabul edilmemistir. Galvin, Jones ve TelLinde tarafindan 1952
yilinda yayinlanan ¢alismalarinda, karsinoma in situ'nun dogal seyrine dair

gdzlemlerini tarif etmislerdir (Sekil 8).”>®



Vajinada
kanama

Noermal serviks ve vajina Serviks kanserinde erken evre Serviks kanserinde gec evre

yayilimi

Normal serviks Serviks kanserinde erken evre Serviks kanserinde gec evre Kanserin yayiimi

Sekil 8. Servikal kanser geligimi.”

Servikal epitelde acik bir sekilde taninabilen preinvaziv

neoplastik bir degisiklik olmasi kavrami, servikal kanser gelisiminin ve

dogal seyrinin anlasiimasinda énemli bir adim olmustur. Pratik sitolojinin

Papanicolaou ve Trout tarafindan 1940’li yillarda ortaya atiimasi ve

sonradan klinik kullanima adapte edilmesi, yakinmasi olmayan kadinlara

invaziv ve preinvaziv servikal neoplazi agisindan tarama yapilmasini

saglayan ikinci énemli gelismedir. Gelismis Ulkelerde, gegmis 50 yil icinde

servikal kanser olumlerinde %70 gibi dramatik bir azalma saglamistir. Ek

olarak, bu iki gelisme Klinik olarak servikal kanserin klinik geligimini

anlamamizi saglayan aragclar olmuslardir.”®



Terminoloji;

ilk olarak 1949 yilinda Papanicolaou tarafindan invaziv
kansere progresyon gdsterecek lezyonlari belirlemek icin “displazi” terimi
tanimlanmigtir. invaziv kansere déniigme potansiyeli olmayan lezyonlar;
bazal hicre hiperplazisi, rezerv hicre hiperplazisi, immatir skuamdz
metaplazi ve matir skuambz metaplazi gibi benign fizyolojik durumlardan
olusur. Malign potansiyel tasiyan grupta displazi ve karsinoma in situ yer
alir. Displazi hafif, orta ve adir derecelere ayrilir.”® Daha sonra, 1968
yilinda Richart ve Barron tarafindan displazi siniflamasi modifiye edilerek,
invaziv karsinom ile iligkili lezyonlarin hepsi “Servikal intraepitelyal

Neoplazi” (CIN) olarak tek ortak kategoriye alinmistir.””

CIN I: (Hafif Derecede Displazi, Hafif Derecede Atipi,
Dusiik Dereceli SIL): Hafif nikleer atipi olabilmesine ragmen ¢ok katli

yassi epitelin st 2/3‘1k kisminin hiicreleri normal matiirasyon gésterir.””

CIN Il (Orta Displazi, Orta Derecede Atipi, Yuksek
Dereceli SIL): NUkleer atipi ylizeye kadar izlenebilmesine ragmen epitelin

Ust yarisi matiirdir.”’

CIN 1ll (Agir Displazi, Karsinoma in Situ, Yiksek Dereceli

SIL): Matiirasyon yoktur veya sadece (st 1/3'te sinirlidir.”



CIN lezyonlarinda dereceleme Sekil 9'da gérilmektedir.
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Sekil 9. CIN'de kullanilan siniflamalarin karsilagtinimasi.”

Serviksin preinvaziv lezyonlarinin (CIN I, I, 1ll) tGmindn
gerileme, persiste etme ve daha agir bir sekle ddénisme kapasiteleri
vardir. Ancak hangi lezyonun regresyon ve progresyon gdsterecedini veya
persiste edecegini 6nceden saptamak pek mimkin degildir. CIN |
olgularinin %80— 90 oraninda geriledikleri bildiriimektedir. Agir displazi ve
in situ karsinom olgulari ise ¢ok az bir oranda regresyona ugramaktadir.
Sekil 10’da servikal intraepitelyal neoplazilerde regresyon ve progresyon

gorilmektedir.”®"
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Sekil 10. CIN’de regresyon ve progresyon.”

1988'de Ulusal Saglik Enstitlleri servikal sitoloji icin ortak bir
konsensusa varmiglar ve Bethesda sistemini olusturmuslardir. Bu sistem
yeni bilgiler 1s1ginda 1991 yilinda yayinlanmig ve 2001 yilinda geligtirilerek
guncellenmigtir. Potansiyel premalign skuaméz lezyonlarin Bethesda

sistemine gbre adlandiriimasi;

ASC-H: Onemli bir sitolojik bulgudur. Bu bulgu saptanan
hastalarda fazla miktarda orta/agir displazi ve daha agir lezyon olasiligi
vardir. ASC-US’a gére daha ciddidir.®



ASC-US: Dusik veya yluksek dereceli skuamdz intraepitelyal

lezyon kriterlerine yanit veremeyen anormal hiicrelere ASC-US denir.8"#

LSIL: CIN | (hafif displazi) ve Kkoilositotik atipi olarak
adlandirilan HPV degisiklikleri, disik dereceli skuamdz intraepitelyal

lezyonlari kapsar.®

HSIL: CIN Il ve CIN Ill (orta displazi, agir displazi ve
karsinoma in situ) ylUksek dereceli skuamdz intraepitelyal lezyonlar
arasinda yer almaktadir. Kansere progresyon ASC-US'’ta %0,25, LSIL'de
%0,15 ve HSIL'de %1,44 oraninda gérlilmektedir. Normale gerileme ASC-
US'ta %68, LSIL ‘de %47 ve HSIL‘de %35 oraninda gériilmektedir.®’

AGUS: Nadir gorilen bir sitolojik anormalliktir. Nedeni
bilinmeyen atipik hicreler olarak tanimlanir. Aslinda hatali bir

adlandirmadir.®'

Servikal karsinogeneziste HPV’nin roli

Human papillomavirus enfeksiyonunun gelismesi igin,
epitelin batanlGguna yitirmesi ve olusan mikrogatlaklar aracihidiyla virtsin
bazal hiicre tabakasina ulasmasi gereklidir.®® Viral persistans ve lezyon
gelisimi, viriisiin epitelyal kdk hicreleri enfekte etmesine baghdir.®* &°
HPV ile enfekte keratinositlerde viral onkogenler E6 ve E7'nin

salinimindaki artig, hdcre dongusint durduran kisitlamalari ortadan



kaldirir, apoptozu durdurur ve hicre terminal farklilagsma slrecine
girmez.2® Rb proteini, E2F ailesinden transkripsiyon faktorleri ile birleserek
S-fazina girisi engelleyen bir negatif hiicre dénglsi dlizenleyicisidir. E7
proteini-Rb ile birleserek E2F’nin yerini alir ve serbest kalan E2F siklin A
ve E gibi viral DNA replikasyonu igin gerekli hlcresel proteinleri
transaktive eder. E6 proteini ise genel olarak Bak ve Bax ile birlesen anti-
apoptotik bir proteindir ve ylksek riskli HPV enfeksiyonlarinda neoplazi
gelisimini indikler.®” Bu sirada E4 proteini, sitokeratin agini bozarak HPV
ile enfekte hlicrelerde koilositik gériiniime yol acar (Resim 1). Ayrica hiicre
déngusini G2 fazinda durdurmayi ve E7 aracili hlcre proliferasyonunu
antogonize etmeyi saglar.*® % Yiksek riskli HPV tiplerinde E6 ve E7’nin
p53 ve Rb (zerindeki etkileri sayesinde, enfekte hicrelerde blylime
kontrol edilemez, apoptozis inhibe olur ve kanser gelisir (Sekil 11a ve
11b).%®

Resim 1. Koilosit gériinimii. Cok katlh yassi epitel hiicreleri arasinda bir adet
koilosit bulunmaktadir (Papanicolaou x 600).%°



—> NORMAL SERVIKS

' 1 4——— HPVINFEKSIYONU
46023 ylda HPV'ye BAGLI DEGISIKLIKLER

T 1 «

LSIL (Atipi, CIN )

*%15 3-4 yilda progresyon l 4 KOFAKTORLER

HSIL (CIN 1, CIN I, CI5)

~%30-70 10 yilda progresyan l <
INVAZIV KANSER

Sekil 11a. Servikal kanserin dogal seyri.*®
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Sekil 11b. Servikal kanserin dogal seyri.**



Serviks kanserinde risk faktérleri:

Human papillomavirus enfeksiyonu, ilk cinsel iligkinin erken
yasta olmasi, birden fazla cinsel es varlgi, sigara, bagisiklik sisteminin
baskilanmasi, human immunodeficiency virus (HIV) enfeksiyonu,
bagisiklik sistemini baskilayici ilag kullanimi, Herpes simpleks virusu
(HSV) ve Chlamidia enfeksiyonlari gibi cinsel yolla bulasan hastaliklar,
diyet, ylksek parite, disik sosyoekonomik dizey, oral kontraseptif
kullanimi ve genetik predispozisyon gibi konak faktorleri olarak

siralanmaktadir.®

2.5.2. Bas - boyun kanserleri ve HPV

Bas ve boyun kanserleri tim kanserlerin  %10-15'ini
olusturmaktadir ve bunlarin da %90-95’i epidermoid karsinomlardir. Bas
ve boyun kanserlerinde alkol ve sigara baglica predizpozan faktdrlerdir.
Duman, buhar ve irritan maddelere maruziyet de etiyolojide rol
oynamaktadir.”® Sigara basta olmak lizere pek cok etkenin bas ve boyun
kanserlerindeki yeri, uzun zamandir kulak-burun-bogaz hekimlerinin
yapti§i sayisiz arastirmalara konu olmustur. Bas ve boyun timérlerinde
son yillarda yapilan arastirmalarda sayilan bu faktérlerin yani sira, serviks
kanseri ile iligkisi uzun sdredir bilinen human papillomaviris

enfeksiyonlarinin tizerinde durulmaya baslanmistir.'®

Amerika Birlesik Devletlerinde her yil 50,000 yeni bas ve

boyun kanseri gelismektedir. Bunun 1/4'G ise larinksi etkilemektedir.



Kemoterapi ve radyoterapi morbiditeyi azaltmaktadir, ancak toplamda sag
kalim (yaklasik 6 ay) blylk oranda degismemektedir. Agik¢asi, bas ve
boyun kanserlerinin 6zellikle molekdler temelini daha fazla anlamak, tani
ve tedavide ilerleyebilme acisindan yardimci olacak, bdylece daha iyi

klinik sonug alinacaktir.'"

Human papillomavirus tipleri ile ilgili yapilan arastirmalar
sonucunda, Ozellikle HPV tip 16'nin bas ve boyun timdrlerinin

etiyolojisinde nemli bir role sahip oldugu gésterilmistir.'*?

Nazofarinks kanserleri; Nazofarinks kanserleri nadir gérilen timérlerdir.
Bu kanserlerin goéralme sikhdr 20’'li yaslardan sonra artar, 15-25 yas
arasinda ve 50-59 yaslarinda pik yapar. Nazofarinks karsinomlarinin
%38,8’inde HPV pozitif olarak tespit edilmistir.®

Paranazal sinls karsinomlari; Paranazal sinls ve burun neoplazmlar

oldukca nadir olup, solunum ve sindirim yollari timdrlerinin %3’Gn0, tOm
malignensilerin de %1’ini olustururlar. HPV tip 6 ve 11’inde ilave faktor
olarak rol oynayabilecegi belirtiimistir. Sinonazal karsinomlarin  %2-

22'sinde HPV pouzitifligi tespit edilmistir.'®

Larinks kanserleri; Larinks kanserleri, tim kanserlerin %2’sini, bas ve

boyun kanserlerinin ise yaklasik olarak %25’ini olusturmaktadir. Ayrica Ust
solunum yolu kanserleri icinde en sik gorilenidir.'® Ultrastriktirel
calismalarda laringeal papillomatozisin viral etiyolojiye dayandigi
gosterilmigtir.  iImmiinohistokimyasal  calismalarda ve in  situ



hibridizasyonda, HPV antijeni ortaya konulmustur. Hastalarda aktif
hastaligin oldugu durumlarda; lezyonu icermeyen bdlgelerde ve
remisyondaki hastalarda da viral DNA bulunmustur. Laringeal papilloma
eslik eden HPV tipleri HPV 6 ve HPV 11'dir.'®

Lokalizasyonlarina gére 4 major tumor tipi vardir;

1. Glottik: Tim vakalarin %60-65'ini olusturur. En sik lokalizasyon
glottisin 6n 1/3’0ddr. Etrafini ¢cevreleyen kikirdak duvar ve lenfatik
damarlarin azhigr nedeniyle bu lokalizasyondaki timérler uzun sire

lokalize kalirlar.'%”1%8

2. Supraglottik: Tim vakalarin %30-35’ini olusturur. Supraglottik
timorler, yalanci kord, ventrikil ve/veya epiglottisin laringeal veya

lingual ylGzeyini igine alir. Lenf nodu metastazi ortalama %40°dr.

Tedavi radyasyon ve larenjektomidir.'®”-1%8

3. Transglottik: Vakalarin %5’inden daha azini olusturur. Laringeal

ventrikUli tutan timorlerdir. Lenf nodu metastazi insidansinin en

yliksek oldugu gruptur. 19-1%8

4. Infraglottik: %5’den azdir, timdr korddadir. Servikal lenf nodu

metastazi %15-20, paratrakeal lenf nodu metastazi %50’dir. Bu

nedenle radikal lenf nodu diseksiyonu uygulanmalidir.'®”1%8



Larinks karsinomlarinda 5 vyilik yasam orani; glottik
timorlerde % 80-85, supraglottik timoérlerde % 65-75, subglottik

tiimérlerde % 40 ve transglottik timérlerde % 50°dir.*

2.5.3. Vulva kanseri ve HPV

Vulva kanseri, kadin genital kanserleri icerisinde oldukca
nadir goéralen bir gruptur. Vulva kanserlerinin %40’indan HPV sorumlu
tutulmaktadir. HPV ile iligkili vulva kanserlerinde kanser 6ncesi sure¢ net
degildir.*” Serviksin skuaméz hiicreli karsinomlarinda oldugu gibi vulvar
karsinomlar da, vulvar intraepitelyal neoplazi (VIN: Vulvar Intraepithelial
Neoplasia) sonucu gelisir. Vulva-vaginal hastaliklar VIN 1, VIN 2 ve VIN 3
olarak derecelendirilmigtir. VIN 3 siddetli displazi veya karsinoma in situ
olarak kabul edilir. VIN lezyonlari vulvadaki lokalizasyonlari, boyut,
pigmentasyonu ve duizenliligine gbére cesitlilik gdstermektedir. VIN’li
hastalar genellikle asemptomatiktir ve lezyonlar rutin pelvik muayene
sirasinda saptanir. Bununla birlikte bazi hastalarda kasintt ve yanma
olabilir.”” Ozellikle dustik riskli HPV tipleri ile olusan sigiller ile sik olarak
karsilasilan bu bélgede, onkojenik viruslarin kanser olusturabilmesi icin bir
takim yardimci faktoérlerin de bulunmasi gerekmektedir. Vulvar
intraepitelyal neoplazi, sigara kullanimi, immdn sistemin durumu,
sosyoekonomik faktérler ve dnceden mevcut olan bu virlisin neden
oldugu baska bir anogenital kanser dykusu gibi etiyolojik faktorler, HPV ile

iliskili vulva kanserlerinde énemli rol oynamaktadir.®’



2.5.4. Anal kanserler ve HPV

Anal kanserler, kollumnar ve skuamdz epitel arasinda var
olan transizyon zonunda meydana gelmektedir. Antsin skuaméz hicreli
kanseri oldukgca nadirdir ve genelde gastrointestinal sistem (GIS)
kanserlerinin %1,5'ini olusturur.’® Anal kanserlerin hemoroidler, fissr
ve/veya inflamatuar barsak hastaliklarindan dolayi kronik irritasyon sonucu
gelistigine inanilmaktadir. Glincel ¢alismalar, HPV enfeksiyonunun, birden
fazla HPV genotipi ile olan enfeksiyonun, servikal displazi veya kanserin,
human immunodeficiency virus (HIV) pozitifliginin, disik CD4 dlzeyinin,
sigara i¢iminin, anal iligkinin ve solid organ transplantasyonu sonrasi
imminsupresyonun risk faktérleri arasinda oldugunu gdstermektedir.'™
HIV pozitif vakalarda anal kanser goérilme riski genel populasyona
nazaran daha fazladir ve bu risk 6zellikle HIV pozitif homoseksuel
erkeklerde kadinlara oranla daha fazladir. AIDS —Kanser kayit ¢alismasi
cercevesinde Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde yapilan bir
arastirmada HIV enfeksiyonu invaziv anal kanser riskini erkeklerde %37,9,
kadinlarda ise %6,8 oraninda artirmaktadir. Bu oran farkhhgr ise HIV-

pozitif homoseksiiel erkekler grubu ile iliskilidir."

2.6. HPV’nin Bulagma Yollan

Human papillomavirus, bircok sekilde bulagsmaktadir;
kontamine yUzeylerden, ciltteki lezyonlardan ve dogum kanalindan olmak
lizere direkt veya indirekt olarak bulas gériilmektedir.*' Ciltte gérillen HPV

tipleri kontamine ylzeyler ve esyalar araciligi ile bulagabilirken, servikal



enfeksiyonlara yol agan o6zellikle ylUksek riskli HPV tipleri cinsel temas

araciligiyla bulasmaktadir. "2

2.6.1. Sekslel bulasma

Human papillomavirusun, sekslel aktif kadinlarin %75’inde
var oldugu 6ne suridlmektedir. Ayrica genital HPV enfeksiyonu gegiren
bireylerin eglerinde de %60-66 oraninda, ortalama 3 ay gibi bir slre

sonrasinda genital HPV lezyonlari gériilmektedir.'"?

Siddetli enfeksiyonlar
icin, cinsel aktivite esnasinda skuamdz ya da mukozal epiteldeki
asinmalar veya hasarlarla bazal hdcrelere dogru HPV’nin ulagmasi
gerekmektedir.!'" Cinsel yolla bir kez HPV enfeksiyonu alinirsa, bundan
sonraki agsamada konagin bagisiklik durumuna bagll olarak HPV
enfeksiyonu ¢ok degisik sekillerde seyretmektedir. Bagisiklik yaniti bozuk
konaklarda ayni tip HPV ile nudksler géralarken, bagisikhdr saglam
konaklarda ise baska HPV tiplerine veya birden gok esle iligkiye bagli

olarak enfeksiyon ve lezyonlar gériilmektedir.'"

Cinsel iligki ile bulagmada en 6énemli faktérler cinsel es sayisi
ve enfeksiyonun alindigr yastir. Maksimum prevalans 15-30 vyaslari
arasidir (2114 yas), yas ilerledikce bu oran digmektedir. Bu nedenle, ilk
cinsel iligki yasinin erken olmasi, HPV enfeksiyonu alinmasinda ve daha
sonra gelisecek malign lezyonlar acgisindan olduk¢ca énemlidir. Tim bu
bilgilerin yani sira, serviks enfeksiyonunda genellikle cinsel iligkinin gerekli
oldugu dusindlir, ancak cinsel iligki olmaksizin sadece deri temasi

yoluyla da HPV anogenital bélgeleri de enfekte edebilmektedir.''®1



2.6.2. Ekstragenital bulasma

Bazi genital HPV tipleri, genital bdlge digina da yerlesip
hastalik yapabilmektedir. Ornegin HPV 16, periungual bdlge sigilleri ve
skuamdz kanserlerinde bulunmaktadir. “Bowenoid papillozis” sebebi HPV
tip 35, periungular verrtlerde gértlmektedir. Bu nedenle bu tiplerin tirnak
aralarinda yasadigi ve non-seksuel geciste rol oynayabilecekleri
dustiniimektedir.""® Ekstragenital HPV’'nin bulasmasinda ise bulasma
sekli gosterilememistir, ancak c¢evresel ylzeyler, giysiler, havlu ve
tuvaletlerden bulagsma olabilecegi 6ne suralmuastdr. Ancak heniz tam

anlamiyla ispatlanamamistir.’*®

2.6.3. Vertikal bulasma

Nadir gérUlen bir durum olarak, anneden bebege dogum
kanalyla fetal olabilen rekkirent solunum papillomatozis (RRP)’in
bulasabilecegi rapor edilmistir.''" Dogum sirasinda eger annede HPV 6
veya HPV 11 varsa, bunlarin dogum sirasinda bebege gecip, vokal
kordlarla laringeal papillomatozis hastaligina sebep oldugu gésterilmigtir.
Calismalarda servikal HPV tasiyan kadinlardan dogdan c¢ocuklarin
nazofarinks sekresyonlarinda %4-87 oraninda HPV DNA pozitifligi

belirlenmistir.""’



2.7. HPV Enfeksiyonunda immiin Yanit

Butin  virus  enfeksiyonlarinda oldugu gibi HPV
enfeksiyonunda da immdn sistemin hicresel ve himoral cevabi virusa
kars! savunmada oldukca énemlidir.'"® Genellikle virus ve virus ile infekte
olan hicreler dogal immun sistem tarafindan yok edilirler. Dogal bagisiklik,
herhangi bir patojene karg! deri ve mukozal hlcreler tarafindan saglanan
ve interferon-a, sitokinler, nétrofiller ve makrofajlari iceren cevap ile
karakterize nonspesifik direngtir. Dogal imminite APC’leri (antigen-
presenting cell - antijen sunan hicre) aktive ederek adaptif immuan sistemi
uyarir.'"® Diger patojenlere nazaran HPV, bazi yapisal ve fizyolojik
karakterlerinden dolay! zayif immunojendir ve basarili bir sekilde immun
sistemden kacabilir. Bu kacis esnasinda bazi immin sistem
fonksiyonlarini da baskilayabilir. Bu sebeple HPV enfeksiyonlarinin
iyilesmesi uzun zaman almaktadir. YuUksek riskli HPV tiplerinin
temizlenmesi icin gerekli olan sire yaklasik 16-18 ay iken, dusuk riskli

HPV tiplerinin temizlenmesi icin 10 ay gibi kisa bir siire yeterlidir.>’

Virls immin sistemden kacabilmek i¢in bircok mekanizma
gelistirmigtir. Bunlardan en 6nemlisi replikasyon doéngusudar; viremi fazi
icermez. Enfeksiyonun epitelyum hucrelerinde lizisine yol agmamasi ve
farklilasmaya bagmh viral protein salinimlarinin  immin  sistem
hicrelerinden uzakta epitelin Ust tabakalarinda olmasi dogal immun
cevabin uyariimasini azaltmaktadir."’® immiin cevaptan kagistaki diger
6nemli faktor keratinositlerin iyi antijen sunamamasidir. Boylece adaptif
imman sistemin aktivasyonu da geciktirimektedir. Bunlarin diginda HPV
dogal immuniteyi de engelleyen bazi mekanizmalari da icermektedir.
Ylksek riskli HPV’lerde bulunan E6 ve E7 proteinleri hiicre ylizeyinde MHC
sinif | ekspresyonunu azaltir, Tip—1 interferon ekspresyonunu ve sinyal



iletimini de bozmaktadir."”® E5 proteini de hiicrelerde endozomlarin
asidifikasyonunu azaltarak MHC sinif 1l ile antijen sunumunu azaltir.
Bdylece HPV dogal immlin cevaptan kacarak adaptif immin cevabin
aktivasyonunu geciktirir.56 Ayrica, epidermiste langerhans hucreleri ve
keratinositler, birbirlerine e-cadherin adezyon molekult ile tutunur. HPV 16
ile enfekte olan keratinositlerde ise E6 proteini e-cadherin ekspresyonunu
azaltarak langerhans hulcrelerine adezyonu engeller. BOylece langerhans
hicrelerinin epiteldeki sayilari azalir. Bu durumda langerhans hicreleri
tarafindan viral antijenler yakalanamaz, antijen sunumu da azalmig olur ve
hicresel immin cevabin baglamasi gecikir. Bununla birlikte, E5 proteininin,
endozomal olgunlagsmada ve konakta antijen sunan hicrelerde degisiklige
sebep oldugu gosterilmistir. ES’'in varlii hiicrelerde ytizey HLA-A ve HLA-B
seviyelerinin azalmasina yol agar. MHC sinif Il tarafindan antijen
sunumunu, sabit zincirin yikilmasindaki eksiklikten dolayi interferon gama
stimilasyonu yaparak E5 eksprese eden hiicrelerde MHC sinif Il ylzey
seviyelerini azaltir. HPV 16 E5’'in HLA sinif | hicre ylzeyine transportu
azaltarak MHC sinif I'i engelledigi bildirilmistir.*® HPV tip 16’nin E6 ve E7
proteinlerinin IL—8 ve makrofaj kemotaktik proteini MCP-1’in ekspresyonunu
baskilayarak notrofil ile makrofajlarin enfeksiyon yerine gelisini engellemesi

de dogal immiin cevaptan kagista rol oynaaktadirlar.''

Human papillomavirus cesitli yollarla konak savunmasina
engel olsa da ilk 6nce nonspesifik dogal imminite ve ardindan spesifik
adaptif immunitenin etkisiyle genital HPV enfeksiyonlarinin  %95’ten
fazlasinda  virisin  temizlenmesi immin  cevabin basarisini
gostermektedir.'®' Dogal enfeksiyon siireci sonrasinda kisith bir antikor
yaniti geligir, bu antikorlarin blyutk bir orani stire gelen 3 yil gibi bir zaman

sureci icerisinde kaybolur. Bir HPV tipiyle daha 6nce enfekte olanlar sinirli



bir zaman boyunca koruyucu antikora sahip olurlar. Fakat diger tiplere

kars! duyarliliklari devam eder.'®

2.8. HPV Enfeksiyonunun Epidemiyolojisi

Human papillomavirus ve servikal kanser arasindaki iligki ilk
kez 1977 yilinda zur Hausen tarafindan bildirilmigtir. HPV bitlin dinyada
servikal kanser vakalarinin %94-99,9'sinde tespit edilmigtir. Kanser
epidemiyolojisinde bu iligki egssizdir, simdiye kadar taninan akciger

kanseri-sigara iliskisinden sonra en biiyik birlikteliktir.*®

Serviks kanseri insidansi 100.000 kadinda 1-50 arasinda
degismekte olup, en yiksek oranlara Latin Amerika ve Karaib adalarinda,
sahra altt Afrika, Malezya, guney-santral ve glneydogu Asyada
rastlanmaktadir.'® HPV prevalanslarindaki bu farkliliklar calisilan
populasyonlar ve kullanilan cesiti HPV DNA testlerinin molekdler
sensitivitesindeki farkhliklar ile agiklanabilmektedir. En yiksek prevalans
oranlari, en sensitif test olan molekuller testlerin gelisimi sayesinde elde
edilmektedir.'”®* Prekanseréz lezyonlari ve serviks kanserinin erken
safhalarini tespit etmeye yonelik iyi organize edilmis programlari olan
Ulkelerde bu kanserler %80 oraninda 6nlenebilmektedir. Ancak disik ve
orta derecede sosyo-ekonomik seviyelerde efektif tarama programlari ve
anormal tarama testi saptanan kadinlarin takibi ¢ok gugtir. Bu nedenle
gelismekie olan UGlkelerde servikal kanserin mortalite orani daha

yUksektir.'2°



Gegici genital HPV enfeksiyonlari siklikla, gen¢ cinsel
bakimdan aktif olan kadinlarda gdérUlmektedir. Bauer tarafindan 467
saglhkli Universite 6grencisi ile yapillan calismada, %46 oraninda HPV
pozitifligi tespit edilmistir.’®® Villiers tarafindan Almanya’da yapilan bir
calismada ise 20.161 kadinda %8,8 oraninda bir sikiik belirlenmistir.'?’
Kimdalatif insidans degerleri dikkate alindiginda 12. ayda %14—-41, 24.
ayda %34-39, 36. ayda %43—-44 ve 5. yiIl sonunda %55 oraninda pozitiflik
saptanmaktadir.'® Yapilan calismalarda insidans oranlarinin daha geng
olanlarda, es sayisi fazla olanlarda, zencilerde, sigara igenlerde ve anal
iliskide bulunanlarda daha sik oldugu saptanmigtir. Bu da serviks kanseri
icin risk faktdrt olan tim bu degiskenlerin asil etkisini HPV enfeksiyonu

(izerinden gergeklestirdigini distindiirmektedir.'?>1%

Tam HPV tipleri cesitli klinik belirtilere sebep olur. Genital
tipler onkojenik potansiyellerine gbére disik veya yuksek riskli olarak
siniflandirilirlar. Ornegin HPV 6 ve 11 genital sigillerde en sik rastlanan
tipler iken HPV 16, 18, 31 ve 45 invaziv anogenital kanserlerin gelisiminde
en sik rastlanan tiplerdir.'®® Servikal kanserde en cok tespit edilen yiiksek
riskli HPV tip 16 ve 18 tipleridir. HPV tip 16 en yaygin yiksek riskli HPV
tipidir ve servikal skuamdz hucreli kanserin yaklasik %55’inde tespit
edilmigtir. ikinci en yaygin yliksek riskli HPV ise tip 18 olup serviks
kanserinin yaklasik %16’sinda bulunur. HPV 16 ve 18 birlikte, butlin
servikal kanserlerin yaklasik olarak %70’inde bulunur."® Dusiik risk tipleri
HPV 6 veya 11 ‘condylomata acuminata’ olarak bilinen genital sigillere
sebep olur ve anogenital sidillerin %90°’dan fazlasinda g&érUlmektedir.
DUsuk riskli HPV tipleri LSIL (%4,3—-8,1)’da az bir oranda, HSIL ve invaziv

skuamdz karsinomada ise gok nadir bulunur.'’



Human papillomavirus erkeklerde de genital sigil ve anal
kanser yapmakla beraber gérilme oranlari olduk¢a dusuktir. Bu nedenle
genel olarak erkeklerde klinik tablo asemptomatik olarak seyretmektedir ve
dolayisiyla genelde erkeklerle ilgili veriler, HPV enfeksiyonu olan
kadinlarin eslerinde veya bagka bir nedenle doktora bagvuran erkeklerde
yapilan calismalardan olusmaktadir. Genel olarak rapor edilen oranlar

%16 ile %45 arasinda HPV varligini gdstermektedir.'3?

Human papillomavirus, bas ve boyun skuaméz hicre
kanserlerinde de dnemli bir karsinojendir.*® Bas ve boyun kanserlerinde
HPV’nin varligr ile ilgili ilk veri 1960’larda laringeal papillomatoz
bulgusunda gb6zlenmistir. Arastirmacilar HPV DNA’sini bas ve boyun
karsinomlarinda southern blot hibridizasyon ve polimeraz zincir reaksiyon
yontemleri ile gostermislerdir. Larinks kanserlerinde HPV pozitifligi %3 ile
%85 arasinda degisirken, orofarenks kanserlerindeki gibi normal larinks
mukozasinda da %4 ile %64 arasinda pozitifik oldugunu bildiren
calismalar mevcuttur.'®® Yapilan bir calismada PCR testinin kullanildigi 60
calismadan 5046 bas ve boyun skuaméz hicre kanserlerine ait érnekler
analiz edilmistir. HPV prevalansi orofaringeal skuaméz hicreli kanserde
oldukca ylksek %35,6, oral kanserde %23,5 ve larinks kanserinde %24
olup, toplam HPV prevalansi %25,9 olarak bildirilmistir."®* Larinksin
papillom ve kanserlerinde farkh HPV tiplerine rastlanir. Papillomlardan
gelisen larinks karsinomunda da virusun bu tiplerine rastlanir. Larinks
karsinomlarinda en sik saptanan tipler ise yiksek risk grubundan olan
HPV 16, 18 ve 33'tiir."** HPV 16 orafaringeal kanserlerin cogunda %86,7,
oral kanserin %68,2 ve larinks kanserinin %69,2’sinde tespit edilmigtir.
HPV 18 ise tespit edilen en sik goralen ikinci tip olup, orafaringeal
kanserde %2,8, oral kanserde %34,1 ve larinks kanserinde %17 oraninda
bulunmustur. Diger onkojenik HPV’ler bas ve boyun skuamdz hicre
kanserlerinde nadiren tespit edilmistir.'®



Tablo 2. Bélgelere gore HPV prevalansi.'®

Bélge

Yas gruplari

Multiple HPV
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Afrika 113 174 125 172 151 91 826 16,5 5 3,3 24,8
Asya 796 1578 1331 1037 881 477 6100 6,3 3,2 0,6 10,1
Giliney 669 1088 871 442 322 154 3546 9,4 2,8 1,6 13,8
Amerika
Avrupa 176 795 1379 1505 1064 222 5141 3,7 0,7 0,2 4,6
Kuzey 73 70 70 41 21 9 284 12,5 5,3 3,5 21,3
Amerika
Tim 1827 3705 3776 3197 2439 953 15897 || 48,4 17,0 9,2 74,6
bélgeler

2.9. HPV Tanisinda Kullanilan Mikrobiyolojik Yontemler

Laboratuvar ortaminda HPV kultard gavenilir bir sekilde

yapilamamaktadir. Bu nedenle HPV tanisi, tim klinik érneklerde molekuler

teknolojiler ile HPV DNA’sinin saptanmasina dayanmaktadir.

137

Human papillomavirus, enfeksiyonlarinin tanisi, hcresel

6rneklerde HPV'nin tespiti ile mimkiunddr. Tim HPV taramalari i¢in klinik

gegerlilik gereklidir. Amerika ulusal gida ve ila¢ kurumu (Food and Drug

Administration-FDA) tarafindan, iki HPV tarama metodu onaylamistir.

Bircok HPV taramasi, kolposkopik biyopsi veya FDA onayl ilk test olan

HC-II (Hybrid capture-Il, Digene, Gaithersburg) testi ile yapilir. ikinci onay




alan test 2009 yilinda HPV Invader testtir. HPV tanisi icin G¢ ana metod
vardir. Bunlar direk hibridizasyon yéntemleri (Southern blot, dot blot, in situ
hybridisation), sinyal amplifikasyon testi (HC-Il) ve nikleik asit

amplifikasyon (PCR) testleridir.'®

Direk hibridizasyon yéntemleri

in situ hibridizasyon hem parafine gémilii doku 6rnekleri
hem de servikal yaymalarda HPV antijenlerinin veya nukleik asitinin (DNA
veya mMRNA) spesifik problar ile birlesmesi temeline dayanmaktadir.
Biyotinle isaretli problarin belirlenmesinde kromojenik substratlar
kullanilmaktadir. Yontem klinik kullanimlar i¢in otomatize edilmistir.
Sensitivitenin glglendirilmesi sinyal amplifikasyonu ile saglanir ve 6zellikle
floresan igaretli prob kullanilmasi veya DNA ya da RNA hedeflerinin
g6zlemlenmesi igin daha verimli protokollerin kullaniimasi, nanoproblarin
kullanilmasi veya kombine tekniklerin pratie geciriimesi mumkandar.
Ayrica, toplanan Orneklerde aranan hedefin kaybolmasi, koruma ve
saklama kosullarinda var olan sinirlamalar, test tekniklerini de
sinirlayabilmektedir."®

Yontemin avantajlar, spesifik hicrelerde (normal hicreler
veya koilositlere karsi timér hicreleri) HPV enfeksiyonunu identifiye
edebiliyor olmasi ve ayni zamanda fiziksel durumunun Dbelirlenebiliyor
(epizomal HPV veya hiicre genomu igerisine integrasyon) olmasidir. Eger
tani metodunun sensitivitesi fazla ise, ayni zamanda entegre olmus HPV

kopyalarinin sayisi da belirlenebilir.'*°



Yontemin dezavantaji, fiyatidir. Ayrica, multiple in situ

hibridizasyon deneyleri her HPV tipi ve her érnek icin yapilmalidir.'*

Sinyal amplifikasyon testi

Human papillomavirus tanisi i¢in ilk FDA onayi alan test
Hybrid Capture Il (HC-II) testidir (Digene, Gaithersburg). Glinimuzde klinik
onayi bulunan ve en c¢ok kullanilan yéntemdir. Bu yéntem, sollsyon bazli
hibridizasyona dayanan sinyal amplifikasyon metodudur. Yéntemde 13
yUksek riskli (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ve 68) ve 5
dusik riskli HPV tipinde (6, 11, 42, 43, 44) HPV-DNA hedefleriyle
reaksiyona giren RNA problari kullaniimaktadir. Disuk riskli HPV tiplerinin
saptanmasinda ise herhangi bir klinik 6Gneme sahip olmamasindan dolayi

test sadece yliksek riskli prob setleriyle yapilmaktadir.'"

Yapilan
calismalarda her ikisi de bu ybntem icin kullanilabilmesine ragmen
Specimen Transport Medium® (Digene, Gaithersburg) ile toplanan
orneklerin PreservCyt® (Digene, Gaithersburg) ile toplanan 6rneklere gore
daha spesifik sonuglar verdigi belirlenmigtir. HC-Il testi, viral ylkin
semikantitatif 6lcimdni saglamaktadir. Sistemde yayilan 1sik miktari,
orneklerin sinyal guglerinin orani olan relative light unit (RLU) olarak ifade
edilir. Pozitif olarak belirlenen sonuglar igin, FDA'nin kabul ettigi kontrol
degeri 1pg/ml HPV DNA'dir. Bu deger yaklasik 5000 kopya sayisina
karsilik gelmektedir. Buna karsin, ydntem 0&rnekte hicresel DNA

miktarinin kontroliinii yapamamaktadir.'*



Hybrid Capture Il (HC-Il) yéntemi sadece yiksek riskli ve
disuk riskli HPV tiplerinin taninmasi i¢in dizayn edilmistir ve spesifik tipleri
belirleyememektedir.'*? Ancak yilksek riskli veya diisiik riskli tiplerden en
az birinin var oldugunu gosterebilir. Bu durum ybéntem ig¢in 6nemli bir
sinirlayicidir, buna kargin genotiplendirme direngli yiksek riskli tiplerin
varligini belirleyebilmektedir. Bu durum da servikal kanser olugsumu igin
risk faktéridiar.'*® Yéntemin en dnemli avantaji, kullanim kolayligina sahip

olmasidir.'#?

Nikleik asit amplifikasyon testi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) nikleik asitlerin in vitro
kosullarda replikasyonu icin geligtiriimis ¢ok yaygin olarak kullanilan bir
test tip sistemidir.'*? Hedef DNA'nin selektif olarak amplifikasyonuna izin
verir. Bdylece daha az doku ve hicre drnekleri veya daha az viral kopya
ile test yapiimasini saglar. Hedef DNA dizisi yaklasik 1 saat i¢erisinde 1
milyon kez cogaltilabilir. Tim PCR ydntemleri érnek hazirlama ve PCR
reaksiyonlari i¢in farkl laboratuvarlara ihtiyag duymasina ragmen genis
¢apli klinik galismalar igin uygundur. PCR ydnteminin, tip spesifik PCR ve
konsensus PCR olmak Uzere 2 tipi mevcuttur. Spesifik PCR, tek bir HPV
genotipinin amplifikasyonu icin tasarlanmistir. Bu PCR coklu tiplerin
amplifikasyonu icin ayri ayri uygulanmaktadir. Bu sistemin en &nemli
dezavantajlari ise, her 6rnek igin ayri zaman gerekmesi ve fiyatin artiyor
olmasidir."* Konsensus PCR da ise, HPV tiplerinin blyilk bir kisminin
taninmasina olanak saglanir. Bu sistemde primerler fakli genotiplerdeki
korunan dizileri hedef almaktadir.'*? L1 bélgesi yiiksek derecede korunan
bblge 6zelligi tagimasinin yani sira HPV tiplerinin siniflandiriimasinda da

kullanilmaktadir.™® Dolayisi ile kullanilan primerlerin biyik cogunlugu L1



bdlgesini hedef alir. Baslangi¢c olarak, dejenere primerler (MYQ9/11)
kullanilir. Dejenere bicimde sentezlenmis oligontkleotid primerlerin
kullaniimasi, PCR calismalarinda yiksek varyasyon meydana getirir. Bu
sebeple artik oligonikleotid havuz setleri gelistirilerek MY09/11 ile ayni
primer baglanma bdlgelerini kullanan sensitivitesi ve c¢ogalabilirligi
gelistiriimis PGMY09/11 primerleri gelistirilmistir. PGMY11 primer havuzu
icin 5 tane ters yonli oligontkleotid, PGMYQ9 primer havuzu igin 13 tane
diiz yonli oligoniikleotid olusturulmustur.'® PGMY09/11 primer seti L1
bdlgesinin 450bp’lik parcasini cogaltir. GP5+/6+ primer seti L1 bdlgesinin
150bp’lik parcasini cogaltir. SPF10 primerleri ise 10 farkli PCR primerleri
(6 forward ve 4 reverse) ile sadece 65bp’lik fragmani amplifiye eder. Bu
primerler farkli genotiplerin herhangi bir bdlgesini ¢ogdaltmak igin inozin
niikleotidini kullanir, bu inozin herhangi bir baz ile baglanabilir.'*® Her ne
kadar bu primer setlerinin glglenmis sensitiviteye sahip olmasi beklense
de, farkli galismalarda primer setlerinin uyumsuz olduguna dair sonuglar

gbzlenmektedir.'*

Bazi caligmalarda viral integrasyon sirasinda L1 bdlgesinin
kaybolabildigi veya parcalanabildigini ve bdylece yanlis negatif sonuclarin
ortaya cikabilecegi gosterilmistir.'* Bazi arastirmacilar ise integrasyonun
E2 ORFyi pargaladigini bunun sonucunda transkripsiyonel dizenleyici
proteinlerin kaybedildigini ancak E6 ve E7 onkoproteinlerinin saliniminin
devam ettigini bildirmislerdir.'®* Hedef DNA bdlgesinin PCR aracilidi ile
amplifikasyonu sonrasi, spesifik HPV tipinin belirlenmesi, nikleik asit
hibridizasyonu,  restriksiyon  endontkleaz ve  sekanslama ile
gerceklestirilebilir. NUkleik asit hibridizasyonu, HPV tiplendiriimesi
acisindan en cok kullanilan testtir. Line probe assay tekniginde ise
poly(dT) kuyruk DNA problarinin 3’ ucuna enzimatik yolla baglanir ve
problar sonrasinda nitroselllloz Gzerinde immobilize hale getirilir, ardindan

hibridizasyon meydana gelir ve spesifik HPV tipleri bu yolla belirlenebilir.



Bu test de ayrica kolorimetrik reaksiyona baghdir ve belirli spesifik HPV
genotipleri de belirlenebilir."*® Roche Diagnostic firmasina ait olan
Amplicor HPV testinde L1 konsensus biyotinli primerleri (165 bp 0rin)
kullanmaktadir ve Linear Array line blot hibridizasyonun immobilize problar
ile birlikte tasarlanabilir. Amplicor HPV test 13 HR HPV DNA genotipinin

belirlenmesini saglayabilmektedir.'*’

Genotiplerin belirlenmesi

Restriction fragment length polymorphism (RFLP) cesitli
endonlkleazlar kullanarak, PCR urind DNA'yi spesifik baz ciftlerinden
fragmentlere ayirir. Her bir endonikleaz farkh uzunluklarda fragmanlarin
olusmasina neden olur ve spesifik HPV tiplerine ait farkli bant modelleri

agaroz jel elektroforezi ile belirlenebilir.'*®

DNA dizi analizi rutin kullanimda pahali olmasina ragmen,
drneklerin rutin analizi i¢in uygun ve hizli bir yéntemdir. Sistemin en énemli
dezavantaji, multiple HPV tiplerinde sensitivitesi olduk¢a dustktdr. Yéntem
klinikte HPV genotiplendirmesi icin rutin olarak uygulanan bir ydntem
degildir.™?

Yeni teknikler

Sitoloji ve HPV tiplendirme testleri arasindaki uyumu

arttirmak ve yUksek dereceli displazi ile kansere dénlsebilecek hastalarin



daha iyi saptanabilmesi i¢cin de bir takim yeni metodlar gindeme

gelmektedir."®’

Human papillomaviruslarda mRBNA’ nin belirlenmesi

YUksek riskli HPV tiplerinde E6/E7 mRNA tespitinin HPV
DNA testinden daha duyarli oldugu bilinmektedir. Bu teknik kullanilarak
oncul bir belirleyici olarak HPV’nin onkojenik aktivitesinin tespiti, taramanin
etkinliginin artmasinda ve servikal lezyonun prognozunun belirlenmesinde
E6/E7 mRNA’nin kullaniimasinin yararli olabilecegi sonucunu ortaya

koymustur.™°

p16(INK4a)

p16, pRb gen Urlnleri arttikca sentezi baskilanan bir kinaz
inhibitéraddr. Normal hicrelerde ¢ok az salinmaktadir. HPV E7 proteini,
pRb proteinini baskilarsa p16 artar. p16 saliniminin ¢cok olmasi anormal
cogalma olasihigini artirir. Serviks kanseri hiicrelerinde de p16 ¢ok
artmigtir. Amacg hicrenin ¢ogalmasini kontrol altina almaktir. HPV'ye
bagimli displastik skuam6z hicrelerin tespitinde p16(INK4a) degerli bir
belirleyicidir. Servikal lezyonun derecesi, pozitif p16(INK4a) ve yilksek
riskli HPV ile anlamli derecede korelasyon gdstermektedir. p16(INK4a)
servikal sitoloji taramasinin sensitivitesini ve HPV testinin spesifisitesini

ylkseltmek igin kullanilabilir.'®’



2.10. HPV Enfeksiyonundan Korunma

Human papillomavirus, enfeksiyonunda korunma henlz
acikliga kavusmamis bir konudur. En sik cinsel iligki ile bulastidi icin en iyi
korunma yontemi hi¢ cinsel iligkiye girmemektir. Boyle bir durum mimkin
olamayacagindan cinsel iliski yaginin mimkin oldudu kadar geciktirilmesi,

sigara icilmemesi, es sayisinin az olmasi uygun énerilerdir."’

Cinsel iligki sirasinda prezervatif (kondom) kullaniimasinin
HPV enfeksiyonlarindan %100 koruduguna dair kanit bulunmamaktadir.
Amerikan Ulusal Allerji ve Enfeksiyon Hastaliklari Enstitist ¢aligmasinda,
kondomlarin HPV enfeksiyonunu azalttigina dair bir bulgu elde
edememistir. Kondom, HPV partikllleri igin bir bariyer olusturur, fakat
fiziksel olarak kaplanamayan bdlgeler igin yeterli koruma saglamaz. HPV
vulva derisi, pubik deri, penis saftinda da yasamaktadir. Ustelik HPV
bulagmasi igin mutlaka cinsel penetrasyon gerekmektedir. En son yapilan
bir meta analizde, kondom kullaniminin HPV enfeksiyonlarini azaltmadigi,

fakat sigil olusma riskini azalttigi belirlenmistir."™"

GUnUmizde uygulanan etkin korunma, DNA testleri, smear,
kolposkopi vs. ile HPV’yi erken belirleyip, sebep oldugu lezyonlari erken
tedavi ederek, invaziv kanser gelisimini 6nleme seklinde uygulanan
sekonder korunmadir. Bunun yerine profilaktik asi uygulamasi ile primer

korunma daha mantiklidir.'®



2.11. HPV Enfeksiyonundan Korunmada Asilarin Yeri

Human papillomavirus asilarinin primer amaci, sadece
mukoza yoluyla enfeksiyona sebep olup, enfeksiyon bdélgesinde kalan bu
viruslara karsi sistemik immuin cevap olusturup uzun dénem koruyucu
etkinlik gdstermektir.’®® Asilama ile yiiksek riskli HPV genotiplerine karsi
immdanitenin uyariimasi saglanabilir. Béylece, yuksek riskli HPV tipleri ile
enfeksiyonun énlenmesi saglanmis olur. Bir diger hedefi ise immuUnizasyon

ile HPV iligkili anogenital sigillerin dnlenebilmesidir.’

Asi calismalari 1993 yilindan ginimuize kadar yapilmaktadir.
HPV’nin kanser gelisimindeki etiyolojik faktorlerle iligkilendirilmesi ydoninde
arastirmalar yapilmigtir. Lancet dergisinde 1996 yilinda yayinlanan bir
meta analizinde de HPV enfeksiyonuna kargi agilamanin servikal displazi
ve karsinom insidansini, 6zellikle de gelismekte olan Ulkelerde azaltmada
onemli olabilecegi belirtiimistir. ilk kez 1996 yilinda ileri evre servikal
karsinoma olan 8 hastada HPV agisinin faz I/ll ¢galismasi yapilmigtir. Tek
doz asilama yapimis olup, U¢ hastada olugan antikorlar asilanmaya
baglanmistir. Bu U¢ hastadan sadece birinde tedaviye yardimci olan
HPV’ye 6zgul sitotoksik T lenfosit bulunmustur. Bu ¢alismanin sonucunda
servikal kanserin imminoterapisi igin ileri ¢alisma yapilmasinin gerekliligi

bildirilmistir.">*

Human papillomavirus asilarinin olusturulmasinda HPV’lerin
sadece L1 proteininden faydalaniimaktadir. Asilardaki en énemli 6zellik,

virls benzeri partikdllerin  (VLP-virus like particles) icerisinde HPV



DNA’sinin  bulunmamasi, dolayisiyla enfeksiyona neden olmadan
immunojenik uyarim yapabilmesidir. ilk gelistirilen asi HPV 16 VLP asisi

olup, popiilasyon bazli klinik calismalarda uzun siire kullaniimamistir.®

Human papillomavirus asilari profilaktik ve terapdtik asilar
olmak iizere iki gruba ayrilmistir.® Profilaktik asilarda amag, HPV'’ye kars!
etkin bir immin cevap olusturmak ve bu sayede olusabilecek enfeksiyonu
dnlemektir.”® Bu amagla 2 as! kullanima girmistir. Merk firmasinin Urettigi
kuadrivalan asi olan Gardasil® (Merck &Co.Inc.; Whitehouse Station ,NJ),
HPV 6/11/16/18’in VLP’lerini icermektedir. VLP’ler maya hicrelerinde
iretilir ve adjuvan olarak aliminyum hidrosifosfat siilfat igerir."*® Bu as1, 9—
26 yas aras! 25.000°nin GOzerinde gen¢ kadinda test edilmig, Haziran
2006'da FDA tarafindan onaylanmis ve kullanima girmistir."> Etkinligi
HPV enfeksiyonlarini Onlemede %95, servikal kansere sebep olan
persistan enfeksiyonlari dnlemede %98,5'tir. ik cinsel iliskiden énce
uygulanirsa etkinligi yuksektir ve genc¢ yasta asilananlarda immin cevap
daha belirgindir.”® Diger asi, GlaxoSmithKline firmasi tarafindan Uretilen
bivalan asi olan Cervarix® (GlaxoSmithKline Biologicals; rixensart,
Belgium)’in, HPV 16/18’e karsi koruyuculugu vardir. Bu asi ise,15-25 yas
aras! 30.000’nin Gzerinde kadinda test edilmis ve FDA onayr almistir.
Bivalan asilarda ASO4 (3-deagillendiriimis monofosforil lipid A) adjuvan
sistemi kullaniimasi ile antikor titreleri arttinimigtir. Bu mekanizma antijen
sunan hucreleri etkileyerek ve B hucrelerin hafiza yanitinin suresini
uzatarak gerceklesmektedir.'® Bu asi HPV 16 ve 18 tipleri icin
koruyucudur. ilk HPV enfeksiyonunu 6nlemede %95, persistan
enfeksiyonlari énlemede %100 etkilidir. Koruyuculugu en az 5 yil devam
eder.”™® Her iki asl da; rekombinant asi teknolojisi uygulanarak major
kapsul (L1) proteinlerinin saflastirilmasi ile elde edilen tipe 6zgu virls
benzeri partikilleri (VPL) icerir. Asilarin ikisi de biyolojik Grlnleri veya viral
DNA'yi icermediklerinden enfeksiydz degildirler.'®®



Terap6tik as! ise daha 6Onceden meydana gelmis bir
enfeksiyonun ortadan kaldirlmasi ve malign hastaligin gelismesi
yoninden koruyucu etki yaratmaktadir. Profilaktik asilar ndétralizan
antikorlarla HPV enfeksiyonunu o6nlerken, terapétik asilar virls
antijenlerine kargi gucli sitotoksik T lenfosit ve T helper hicre yaniti
gelisgtirir. Terapdtik asilarin yaniti L1 ve L2 gibi kapsid antijenlerine karsi
degil, E6 ve E7 gibi onkoproteinlere karsidir. E6 ve E7 onkoproteinleri
HLA-A2 MHC sinif | molekdlu ile iliskili olarak islenen ve sunulan epitoplar
icermektedir.’®® Peptid-protein bazli asilar, dendritik hiicre asilamalari,
DNA agilar, viral vektérlerden HPV antijenleri elde ederek hazirlanan

asilar terapétik grupta Uizerinde calismalar yapilan konulardir.'®

Gelecekte kullanima girecek ve alternatif olacak bircok agi
glinimiizde mevcuttur. Onemli olan bu asilarin diinyanin tiim bélgelerinde
kullanilmasi icin fiyat olarak uygun olup olmadigidir. Bunun igin geligtirilen
yeni asilarin bakterilerde Uretilmesi temel yaklagimlardan biri olarak
gbrulmektedir. Bu yeni gelistirilen ydntem, virls-benzeri partikal Gretimine
degil sadece kapsomerin Uretiimesine yoOneliktir. Kapsomerler yUksek
protein iceriginden dolay! gicli imminojenik cevap olustururlar. Bundan
dolayi virus-benzeri partikil Uretimine dayal asilarin yerini alabilecegdi

bildirilmektedir.'®!

GUnUmizde piyasada bulunan her iki asi da (bivalan ve
kuadrivalan) icerdigi HPV tipleri ile iligkili premalign servikal lezyonlarin
engellenmesinde basarilidir. Ancak bu etkinin ne kadar strdigu ve Ug¢ doz
asl sonrasi ek doza ihtiyag olup olmadigi, ileriki yillarda sonuglari
aciklanacak olan calismalar ile aydinlanacaktir.'®® Persistan HPV
enfeksiyonunu takiben, invaziv serviks kanserinin ortaya ¢ikigi arasindaki

sdrenin uzun (>10 y|I)28 bir dénemi kapsamasi nedeniyle HPV asilarinin



serviks kanserini 6nlemedeki gercek etkinligini degerlendirmek, ancak
asinin piyasaya c¢ikmasini takip eden ve dekatlarla ifade edilebilecek bir

dénem sonra elde edilen kanser verilerinin 1s1§inda miimkiin olacaktir.'®



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Caligma Gruplari

Calismamiza, Gaazi Universitesi Tip Fakiltesi Kadin
Hastaliklari ve Dogum poliklinigine Ocak-Ekim 2010 tarihleri arasinda
basvuran ve kolposkopi 6nerilen 77 hastanin servikal strtntl érnekleri ve
Kulak Burun Bogaz Anabilim Dal’'ndan bas ve boyun kanseri tanisi alan
45 hastanin parafine gdmdli doku érnekleri dahil edilmistir.

3.2. Servikal Orneklerin Toplanmasi

Kolposkopi sirasinda hastalardan servikal hicre sutrintisi
alinip, daha o6nce hazirlanip steril edilen fosfat tamponlu tuzlu su
(Phosphate Buffered Saline; PBS) icerisine konulmustur. iginde PBS
bulunan steril kaplara alinan 6rnekler, bekletiimeden laboratuvarimiza
getirilerek ependorf tlplere aktarilip, calismalar yapilincaya kadar -86°C’

de saklanmistir.

Her hastanin Pap smear testi sonuglari ve kolposkopi ile
alinan biyopsi sonuglar kaydedilmistir. Ayrica her hastaya icin yas, egitim,
oral kontraseptif, rahim i¢i ara¢ (RIA) ve sigara kullanimi gibi demografik

ve epidemiyolojik faktdrlerin yer aldidi bilgi formlari doldurulmustur.



3.3. Arac ve Gerecler

3.3.1. Laboratuvar arac ve gerecleri

-Derin dondurucu, -86°C (Sanyo, Japonya)

-Derin dondurucu, -20°C (Bosch, Almanya)

-Buzdolabi (Philco, Turkiye)

-Otoklav (Hirayama, Japonya)

-Laminar hava akimli kabin (MetiSafe, Metis Biyoteknoloji, TUrkiye)
‘Real Time PCR cihazi (LightCycler (LC) 2.0, Roche, Almanya)
‘Thermal cycler cihazi (MJ Reseach, ABD)

-Vorteks cihaz (VELP, Scientifica, Almanya)

‘Mikrosantriftj (Heraeus, Almanya)

-Hassas terazi (Shimadzu, Japonya)

-10, 100, 1000 ml'lik mikropipetler (Gilson, Fransa)

-Mikropipet uglari (CLP, ABD)

-0,2-0,5-1,5 uL'lik ependorf tipler (Greiner Bio-One, Almanya)
-Kuru blok (Thermolyne, ABD)

‘pH metre (Fisher Scientific, ABD)

-Calkalayici (Elektro-mag, Turkiye)



3.3.2. Kullanilan kimyasal maddeler

‘Distile su (Millipore, Fransa)

‘% 99 Etanol (Kimetsan, Turkiye)

-Sodyum Klorir (NaCl) (AppliChem, Almanya)

-Potasyum klorlr (KCI) (Merck, Almanya)

-Disodyum hidrojen fosfat (NazHPO,4) (Merck, Almanya)
-Potasyum dihidrojen fosfat (KH.PO,) (Merck, Almanya)
-Sodyum asetat (Merck, Almanya)

-Taq DNA polimeraz (Heliosis®, Metis Biyoteknoloji, Tiirkiye)
- Magnezyum klortr (MgCly)

‘Primer dizileri: MY09/MY11 primer seti

MY 09: 5" - CGT CCA AGG GGATAC TGATC -3
MY 11: 5" - GCA CAG GGA CAT AAT AATGG - 3’

-PCR dereceli H,O (Roche, Aimanya)

-SYBR Green | (Roche, Aimanya)

‘HPV 16 LC prob karisimi (Cy5.0 isaretli prob -0.2 uM), (Metis
Biyoteknoloji, Tarkiye)

Prob: 5'Cy5-GTT TCT GAA GTA GAT ATG GCA GCA CA-biotin 3'

‘Real Time PCR primer karigimi (0,5 yM)

GP5+:5 -TTTGTT ACT GTG GTA GAT ACT AC - 3’
GP 6+ :5 — GAAAAATAA ACT GTA AAT CATAT -3



3.3.3. Hazirlanilarak kullanilan soliisyonlar

Fosfat tamponlu tuzlu su (Phosphate Buffered Saline: PBS)

Hastalardan alinan 6rnekleri saklamak igin kullanildi. Bir litre distile su
icerisinde 8 gr NaCl; 0,2 gr KCI; 1,15 gr NazHPOy4; 0,2 gr KH2PO4
karigtirilarak ¢ozindikten sonra pH 7,4 olacak sekilde pH metre ile
ayarlanip, otoklavlanarak +4 °C’de dolapta saklandi.

3.4. YOntem

3.4.1. Deparafinizasyon yontemi

Kulak Burun Bogaz Anabilim Dal’'ndan alinan érnekler igin
Oncelikle parafin bloklarda deparafinizasyon iglemi yapilmistir.

Deparafinizasyon iglem basamaklari;

1. Parafinli dokular Gzerine 1 ml ksilen eklendi.

2. 30 dakika calkalayicida karistiriidi.

3. 2 dakika santriftij yapildi (7000—10000 rpm)

4. Santrifij sonrasi Uste kalan kisim atildi ve ilk (¢ basamak iki
kere tekrarlandi.



5. Cokelti Gzerine 1000 pl etanol eklenerek 3 dakika 10000
rpom’de santriftj edildi.
6. Daha sonra etanol uzaklastiriidi.

7. 50 pl aseton eklenerek 50°C’de isiticida kurutuldu.

3.4.2. DNA ekstraksiyon yontemi

HPV DNA ekstraksiyonu icin Heliosis® (Metis Biyoteknoloji,

Tarkiye) viral DNA ekstraksiyon modult ¢caligsma protokolU uygulanmistir.

1. Ornekler kapaklari acilmadan &nce spin santrif(ij edildi.

2. 400 pl DNA Lysis binding solution Gzerine 100 pl
serum/plazma eklenip, vortekslendi.

3. Karisim sirasiyla 65°C’de 10 dakika 95°C’de 10 dakika ve +4
°C’de 3 dakika inklbe edildi.

4. Ornekler spin santrif(ij edildikten sonra (izerine 500 ul DNA
presipitasyon solisyonu eklenip, vortekslendi.

5. 15 dakika 13.000 x rpm’'de santrifdj edildi.

6. Ustte kalan kisim ¢okeltiye dokunulmadan pipetle tamamen
alindi.

7. Orneklerin Gizerine 500 pl DNA yikama soliisyonu eklenip,
vortekslendi.

8. 5 dakika 13.000 x rpm’de santrif(j edildi.

9. Ustte kalan kisim tamamen alinip, 10 dakika oda
sicakliginda kurutuldu.

10. Orneklerin lizerine son olarak DNA sample diluter eklendi.

Vortekslenip spin santriftij edildi.



Ekstraksiyon ornekleri calisma yapilincaya kadar -20°C’de
sakland.

3.4.3. Ekstraksiyon 6rneklerinin codaltiimasi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) protokoli

Human papillomavirus tip 16’nin belirlenmesinde Real Time
PCR protokoliinden yararlanildi.

1 6rnek igin
Amplifikasyon karisimi 45 ul
Taq DNA polimeraz enzimi 0,2 pl

R/

s Amplifikasyon karisimi  tablodaki miktarlara gore

hazirlandi, 20 sn vortekslendi ve spin santrifij edildi.

R/

s Amplifikasyon karigimi tplere 45 ul dagitildi.

% Her PCR tlpUnln Gzerine galisilacak DNA 6rneginden

5 pl eklendi ve Termal cycler’a yerlestirildi.



Termal cycler programi:

Derece Sire Siklus sayisi
94°C 5 dk. 1

94°C 20 sn.

55°C 45 sn. 35
72°C 60 sn.

72°C 5 dk. 1

Urlinler hemen calisilmadig§i zamanlarda +4°C’de sakland.

3.4.4. Real Time PCR uyglamasi

Light Cycler (LC) cihazi reaksiyon protokoll

1 Ornek igin
dH20 4,6 ul
MgCl, 1,4 ul
HPV 16 LC primer karigsimi 0,5 pl
HPV 16 LC probe karigimi 0,5 ul
LC SYBR Green Master 10x kons. 1.0 pl

Toplam miktar 8,0 pul

HPV 1. Tur Urdnd 2.0 ul

Toplam miktar 10,0 pl



s Reaksiyon karigimi  hazirlanirken,  amplifikasyon
karigimi, primer ve probe karigimlari pipetajla karistirihp alindi.
s MgCl; eridikten sonra vortekslendi.

< Karisim hazirlandiktan sonra 8 pl karigimdan kapiller

% Enson 2 pl PCR Griind eklendi.
« 3000-5000 xrpm’de 10 saniye santrif(j edildi.

Light Cycler (LC) Cihazi Calisma Protokol(

Deney protokoll 4 programdan olusmaktadir.

Program 1. Denetlrasyon
Program 2. Amplifikasyon
Program 3. Melting Curve analizi

Program 4. Cooling



Program 1. Denatilirasyon

Siklus Program Verileri Deger
Siklus 1
Analiz modu Yok
Sicaklik hedefleri Segment 1
Hedeflenen sicaklik (°C) 95
inklibasyon siiresi (Saat: dakika: saniye) 30
Sicaklik gegis orani (°C/saniye) 20.0
ikinci hedeflenen sicaklik (°C) 0
Adim boyutu (°C) 0.0
Adim gecikmesi (siklus) 0
Acquisition Mode Yok
Program 2. Amplifikasyon
Siklus Program Verileri Deger
Siklus 45
Analiz modu Olciim
Sicaklik hedefleri Segment 1 Segment 2 Segment 3
Hedeflenen sicaklik (°C) 95 55 72
inklibasyon siiresi (Saat: dakika: saniye) 0 6 10
Sicaklik gegis orani (°C/saniye) 20.0 20.0 20.0
ikinci hedeflenen sicaklik (°C) 0 0 0
Adim boyutu (°C) 0.0 0.0 0.0
Adim gecikmesi (siklus) 0 0 0
Acquisition Mode Yok Yok Tek




Program 3. Melting Curve Analiz

Siklus Program Verileri Deger

Siklus 1

Analiz modu Olciim

Sicaklik hedefleri Segment 1 Segment 2 Segment 3
Hedeflenen sicaklik (°C) 95 55 92
inklibasyon siiresi (Saat: dakika: saniye) 0 10 0
Sicaklik gegis orani (°C/saniye) 20.0 20.0 0.2
ikinci hedeflenen sicaklik (°C) 0 0 0
Adim boyutu (°C) 0.0 0.0 0.0
Adim gecikmesi (siklus) 0 0 0
Acquisition Mode Yok Yok Kont.

Program 4. Cooling

Siklus Program Verileri Deger
Siklus 1
Analiz modu Yok
Sicaklik hedefleri Segment 1
Hedeflenen sicaklik (°C) 40
inklibasyon siiresi (Saat: dakika: saniye) 30
Sicaklik gegis orani (°C/saniye) 20.0
ikinci hedeflenen sicaklik (°C) 0
Adim boyutu (°C) 0.0
Adim gecikmesi (siklus) 0
Acquisition Mode Yok




Sonuclarin Degerlendirilmesi:

Human papillomavirus tip 16 igin 69,5°C ve 78,5°C arasi
pikler, diger HPV tipleri icin de; 80+2°C’deki pikler degerlendirildi (Grafik 2,
3 ve 4).
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Grafik 2. Pozitif ve negatif kontroller.
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Grafik 3. HPV tip 16, pozitif ve negatif kontroller.
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Grafik 4. HPV tip 16, HPV 16 disindaki tipler, pozitif ve negatif kontroller.




3.4.5. HPV pozitif 6rneklerin elektroforezde gosterilmesi

Yapilan PCR islemi sonucunda, olusan amplifikasyon
artnleri %1’lik agaroz jelde vyuratulerek, dizi analizi igin en iyi bant
olusturan 6rneklerin secimi yapildi.

e Agaroz jelinin hazirlanmasi

5X depo TBE (Tris Borat EDTA) solisyonunun hazirlanmasi:

54 g Tris -Base (Ambresco, ABD)
27,5 g Borik Asit (Merck, Almanya)

20 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) (Sigma, Almanya)

Tum maddeler erlenmayer icinde eritilerek distile su ile tim
hacim 1000 ml'ye tamamlandi. 5X TBE depo solUsyonu agaroz jelin

hazirlanmasinda ve ylUritme tamponu olarak 1X’e cevrilerek kullanildi.

Uygulama:
1- Jel ve yUritme tamponu hazirlamak igin 100 ml 5X TBE depo

solisyonu 400 ml distile su iginde dille edilerek 1X TBE'ye ¢evrildi.



2- Hassas terazide (Schimadzu, Japonya) 1 g agaroz (AppliChem,
Almanya) tartilarak erlenmayer igerisine konuldu.

3- Agaroz Uzerine 100 ml 1X TBE ilave edildi ve mikrodalga firinda en
dusik sicaklikta agaroz tamamen ¢ézalinceye kadar isitildi.

4- Agaroz tamamen c¢6zindikten sonra biraz sogumasi beklendi,
yaklasik 50 °C’de katilasan agarozun katilasmamasina dikkat edildi.

5- Agaroz jele, elektroforez tankinin igcindeki kaliba ddkilmeden
hemen Once renklendirici olarak 0,2 pl DNA boyasi etidyum bromid
(5ul/10ml AppliChem, Almanya) eklendi.

6- Kalip igine taraklar yerlestirildikten sonra hazirlanan jel dékildd. Bu
esnada oldukga yavas ve dikkatli davranilarak jelde akim gegisini
engelleyecek baloncuk olusmasi énlendi.

7- Oda sicakliginda 30 dakika bekletilerek jelin katilagsmasi saglandi.
8- Donduktan sonra taraklar g¢ikartildi ve jel elektroforez tanki (CS
Cleaver Scientific Inc. Warwickshire, England) igine yerlestirildi.

9- Tankin ici jel ylUzeyi kaplanana kadar 1X TBE tamponu ile
dolduruldu.

10- Kuyucuklara 6rnek yiUklemesi icin yikleme tamponu Orange G
(Metis, Canada ) kullanildi.

11- D0z bir zemin 0(zerine her 6rnek icin 3 pl yikleme tamponu
dagitildi. Orneklerden 9 pl alinarak yilkleme tamponu ile pipetaj yapilarak
karistirildi.

12-  Her agaroz jel kuyucuguna 9 ul (yikleme tamponu+DNA) dagitildi.
13- Ik kuyucuga DNA parcalarinin molekiiler yiiklerini tanimlamada yol
gOsterici olan marker (GeneRuler™100bp DNA Ladder Plus, LabAid™,
Fermantas Inc, Ontario, Canada) yUklendi.

14-  Glc kaynagr (LABNET International Power Station 300, Edison,
England) calistirlarak 20 mA, 90 V'de pozitifligin arastiriimasinda 20
dakika yaratalda.



Agaroz jel tanktan cgikarilarak jel goruntileme sisteminde
(UVITEC Cambridge, England) UV isigi altinda bantlarin degerlendiriimesi
yapild.

3.4.6. Pozitif bulunan HPV DNA 6rneklerinin dizi analizi

Real Time PCR ile HPV pozitif olarak belirlenen iki érnek ile
HPV tip 16 ve tip 16 disinda HPV tipi tasiyan multiple HPV olarak
belirlenen Ug¢ 6rnegin tip tayini yapildi. HPV tiplerinin belirlenmesi, Big Dye
Terminator Cycle Squencing (Applied Biosystem, ABD) kiti ve GP5+/GP6+
primerleri kullanilarak, ABI Prism® 3130XL Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, ABD) cihazinda yapildi.

Dizi analizi yapilmadan énce PCR tilplerinde 6rnege ait DNA

ile birlikte bulunan diger PCR elemanlari uzaklastirildi.

1. Oncelikle 6rnekler, yilksek tuz konsantrasyonuna sahip
silika iceren PCR temizleme soliisyonu ile yikandi. Solisyondan érnekler
Uzerine 90 pl eklenip, hafifce karigtirildiktan sonra 3000 rpm’de spin
santrif(j edildi.

2. Santrifj sonrasi Gstte kalan kisim tamamen
uzaklastirildi. (Bu agsamada silika DNA ile baglanip pellet olusturur).

3. Daha sonra %70’lik etanol ile karistirihip, 3000 rpm’de
spin santrifij edildi. Bu asamada yUksek tuz konsantrasyona sahip

sollsyon uzaklastirildi.



4. Santrifij sonrasi Ustte kalan kisim tamamen
uzaklastiridi.

5. Cokelti Gzerine baslangic hacmi kadar su eklenerek
3000 rpm'de spin santriflj edildi. Bdylece silikanin DNA’dan

uzaklastiriimasi saglandi.

PCR protokold;
Miktar

Distile su; 24,8 ul
10X Buffer; 5,0 ul
Mg; 6,0 pl
dNTP; 5,0 ul
GP5+ Primer; 2,0 ul
GP6+ Primer; 2,0 ul
Enzim; 0.2 ul
Toplam hacim; 45,0 ul
Tam PCR tiplerine eklenen DNAmiktari; 5,0 ul

Daha sonra 94°C de 5 dakika sliren 6n denatlirasyonu

takiben asagida belirtilen déngilerden olusan PCR iglemi uygulandi.

95°C de (denatlrrasyon) 20 saniye
54°C de (baglanma) 45 saniye 40 siklus
72°C de (uzama) 60 saniye

Son elongasyon i¢in 72°C de 5 dakika bekletildi.



PCR Urdnleri Gzerine 10 pl su, 26 pl sodyum asetat- etanol
(40 pl+1ml) eklenip karistirildiktan sonra 15 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Daha sonra 30 dakika 3000 rpm’'de santrif(ij edildi. Ustte
kalan kisim atilip, ¢cokelti Gzerine etanol eklenip 15 dakika 3000 rpm’'de
santrifdj edildi. Daha sonra Ustte kalan kisim atilip yerine formamid
eklenerek c¢ift iplikli DNA'nin tek iplige dénismesi saglandi. Daha sonra
ABl Prism® 3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ABD)

cihazina yerlestirilerek dizi analizi yapildi.

Elde edilen diziler, GenBank (BLAST) veri tabaninda yer alan
diziler ile karsilastirilarak HPV tipleri belirlendi.

3.4.7. Dizisi belirlenen HPV tiplerinin filogenetik analizi

Elde edilen diziler arasindaki genetik farklilik, Kimura’'nin iki
parametre yéntemi (K2P) ile hesaplanmistir.'®* K2P ydntemi ile birbirine
yakin olan diziler ayni grupta siniflandirlmaktadir. Dizilerin birbiri ile
yakinliklari hesaplandiktan sonra MEGA 4.0.2 programi ile dizilere ait

filogenetik agag olusturulmustur.



3.5. istatistiksel Analiz

Veriler sayl ve ylzdelerle sunulmustur. Gruplar arasi HPV
pozitifligi ve HPV tip 16 pozitifligi ydoninden karsilastirmalarda ki-kare testi
kullamlmistir.  Ayrica bazi tablolarda OR (%95 given aralig)

hesaplanmistir. istatistiksel anlamlilik p=0,05 diizeyinde yorumlanmistir.



4. BULGULAR

Bu calisma, Ulkemizdeki epidemiyolojik ¢aligmalara kaynak
olusturabilmek amaciyla, bas-boyun kanseri ve serviks hastalarinda,
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve DNA dizi analizi ile kesin tani alan
human papillomavirusun, bdlgemizdeki prevalansinin belirlenip, filogenetik
analizlerinin yapilarak Glkemizdeki HPV tiplerinin filogenetik agacinin
belirlenmesi seklinde tasarlanmigtir.

Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum
poliklinigine bagvuran ve kolposkopi 6nerilen 77 hastanin servikal strinti
ornekleri ile Kulak Burun ve Bogaz polikliniginde bas ve boyun kanseri
tanisi alan 45 hastanin parafine gomuli doku Ornekleri ile birlikte toplam
122 drnek ¢alismaya dahil edildi.

SYBR Green |, Cy5.0 isaretli HPV 16 LC prob karisimi ve
GP5+/GP6+ primerleri kullanilarak Real time PCR yéntemi uygulandi.
HPV tip 16'nin tespiti i¢in Light Cycler (LC) cihazinda 69,5°C ve 78,5°C
arasinda elde edilen pikler, diger HPV tipler igin ise 80+2°C pikler
degerlendirildi (Grafik 5 ve 6).
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Grafik 6. HPV tip 16 ve HPV 16 disindaki diger tiplerin belirlenmesi.




Real time PCR sonucunda, 77 serviks 6rneginin 40 (%52)’i
HPV tip 16 ve 7 (%9)’'si HPV tip 16 ile birlikte diger tipler de tespit
edilmistir. BoOylece toplam 47 (%61) adet HPV DNA pozitifligi elde
edilmigtir. 45 bas-boyun 6érneginin ise 21 (%47)’i HPV tip 16 ve 4 (%9)’l
ise HPV tip 16 ile birlikte diger tipler de belirlenmistir. Bas- boyun
hastalarinda toplamda 25 (%56) adet HPV DNA pozitifligi saptanmistir.
PCR iglemi sonrasinda multiple HPV ve HPV tip 16 disindaki tipleri
tasiyan bazi &rnekler %71’lik agaroz jel elektroforezine yilklenerek
go6rantalendi ve en iyi parlakhidi sahip HPV Ornekleri DNA dizi analizinde

kullanilmak Gzere ayrildi (Resim 2).

Resim 2. Agaroz jel goriintiisi.

Real time PCR’da HPV tip 16 disinda diger tiplerin de
varoldugu tespit edilen 5 serviks ve 1 bas-boyun kanseri 6rnegine DNA
dizi analizi uygulandi. Bu érneklerden serviks érnegi olan GA-22, GA-25,
GA-69 ve GA-77'de tipler gbzlenirken 1 serviks 6rnegdi ile 1 bas-boyun
kanseri 6rneginin tipi belirlenememigtir. DNA dizi analizi sonucunda bu
orneklerden GA-22, GA-25, GA-77’'de HPV tip 16 disinda HPV tip 11 de
var oldugu belirlendi. GA—69 olarak adlandirilan érnekte ise HPV tip 16
disinda HPV tip 6 da gbzlendi (Tablo 3). Grafik 7’de HPV tip 11'i iceren
orneklerden birinin dizisi géralmektedir.



Tablo 3. Dizi analizi sonucunda elde edilen diziler.

Ornek GA-22
Dizisi AAA AAA AAA TTT TAT CTG CAT AAT ATG ACA CTA TGT GCA TCT GTG
TCT AAT CTG CTA CAT ACA CTA ATT CAG ATT ATA AGG AAT ACA TGC
GCC ATG TGG AGG AAT ATG ATT TAC AGT TTATTTTTC A
[HPV tipi HPV tip 11
Ornek GA-25
Dizisi GAA AAA CAACTC TGA TTG CGT CAA TAT GAC ACT ATG TGC ATC TGT
GTC TAA TCT GCT ACA TAC ACT AAT TCA GAT TAT AAG GAA TAC ATG
CGC CAT GTG GAG GAA TAT GAT TTACAG TTT ATT TTT CA
HPV tipi HPV tip 11
Ornek GA-69
Dizisi CGG GAT GCG ATC ACA GGA CTG ATG GGG ATC CGT GTG CGC ACT
CTG CTA CAT ACT CTT ATT CTG ATT ATT TTG AAT ACA TGC TCC AAG
ATG GAG AGG ATG ATT ATT TAT TTA TTT TTC ATC AGC CGT GTC TTG
ATACTC TTT AAATTC CCT TTT AGG TTG GTG GTG GTT GCC AAA AAT
TTT TGT ACG GG
HPV tipi HPV tip 6
Ornek GA-77
Dizisi AAA AAA ACC TAA TGC GAT CAA TAT GAC ACT ATG TGC ATC TGT GTC
TAA ATC TGC TAC ATA CAC TAA TTC AGA TTA TAA GGA ATA CAT GCG
CCATGT GGA GGAATATGATTT ACAGTT TATTTT TCA
HPV tipi HPV tip 11
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Grafik 7. HPV tip 11 dizisinin genetik analiz cihazinda elde edilen kromotogrami.

Sonugta, serviks 6rnegi alinan bireylerin %52’sinde HPV tip
16, %4’Unde HPV tip 16+11, %1’'inde HPV tip 16+6 ve %4’Unde
tiplendirilemeyen HPV DNA tespit edildi (Grafik 8). Bas-boyun kanseri
hastalarinda ise %47 oraninda HPV tip 16 ve %9 oraninda
tiplendirilemeyen HPV DNA’sI belirlenmistir (Grafik 9).

HPV 16+11__ HPV 16+6 Tiplendirilemeyen
%4 %A1 HPV poxzitifligi
%4

Grafik 8. Servikal 6rneklerde Real Time PCR sonuglari.
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Grafik 9. Bag-boyun orneklerinde Real Time PCR sonugclari.

Elde edilen dizilerin Kimura (K2P)'nin yéntemi ile filogenetik

analizi yapilmistir.®* Analiz sonucunda MEGA 4.0.2 programi ile

filogenetik aga¢ olusturulmustur (Grafik 10).
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Grafik 10. HPV’nin filogenetik agaci.




Kolposkopi sirasinda servikal surintt 6rnegi alinan hastalara
ait yas, egitim durumu, cocuk sayisi, gebelik sayisi, sigara, oral
kontraseptif ve rahim i¢i ara¢ (RIA) kullanimi gibi demografik bilgiler Tablo

4’de yer almaktadir.

Tablo 4. Serviks 6rnegi alinan hastalarin demografik bilgileri.

Sayi Yiizde Sayi Yiizde
(n:77) (%) (n:77) (%)
Yas Gruplari Cocuk sayisi
21-30 6 %7,8 0 11 %14,4
31-40 25 %32,5 2 14 %18,2
41-50 23 %29,8 2-4 28 %36,2
51-60 18 %23,4 4 ve Uzeri 24 %31,2
61 ve Uzeri 5 %6,5
Egitim durumu Gebelik sayisi
iIkbgretim mezunu 21 %27,0 0 5 %6,5
olmayan
ilkdgretim 34 %44,0 2 16 %21,0
Lise 12 %16,0 2-4 25 %32,5
Universite 10 %13,0 4 ve Uzeri 31 %40,0
Sigara kullanimi RIA kullanimi
Evet 25 %32,5 Evet 13 %17,0
Hayir 52 %67,5 Hayir 64 %83,0
OKS kullanimi
Evet 5 %6,5
Hayir 72 %93,5




Hastalarin sigara ve OKS kullanimina gére, HPV pozitifligi
ybnlnden istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamigtir (p>0,05).
Ancak RIA kullanimina gére HPV pozitifligine bakildiginda RIA
kullananlarda 1,60 kat daha fazla HPV pozitifligi gértlmektedir. Fakat bu
durum istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05) (Tablo 5).

Tablo 5. Serviks 6rnegi alinan hastalarin sigara, OKS ve RIA kullanimi ile HPV

pozitifligi.
HPV pozitif Yiizde HPV negatif Yiizde
(n:47) (%) (n:30) (%)
Sigara kullanimi
Evet (n:25) 15 %60,0 10 %40,0
Hayir (n:52) 32 %61,5 20 %38,5
ki-kare:0,23% p= 0,6306 OR:0,79 (0,27-2,28)°
OKS kullanimi
Evet (n:5) 2 %40,0 3 %60,0
Hayir (72) 45 %62,5 27 %37,5
ki-kare:0,31%2 p= 0,5882 OR:0,60 (0,06-4,78)°
RIA kullanimi
Evet (n:13) 8 %61,5 5 %38,5
Hayir (n:64) 39 %61,0 25 %39,0
ki-kare:0,58°2 p= 0,4477 OR:1,60 (0,41-6,41)°

a: Hastalarin sigara, OKS ve RIA kullanimi ile HPV pozitifligi arasindaki iligki ki-kare yontemi ile belirlenmistir.
b: Sigara, OKS ve RIA kullanminin HPV pozitifligine etkisi OR ile analiz edilmistir.

Degerlendiriimeye alinan hastalarin 6 (%7,8)’s1 21-30 yaglari
arasl, 25 (%32,5)’i 31-40 yaslari arasi, 23 (%29,8)'0 41-50 yaslari arasl,
18 (%283,4)’i 51-60 yaslari arasi ve 5 (%6,5)'i 61 yas ve Uzeri olan yas

grubunda yer almaktadir. Calismaya katillan popUlasyonun vyaslari



ortalama 45+24 olup, HPV pozitif bulunan bireylerin yaslari 34-56
arasindadir. HPV DNA pozitifligi tespit edilen kadinlarin hepsi 30 yasin
Ustiindedir. En fazla HPV DNA pozitifligi %80,0 orani ile 31—40 yaslari
arasinda belirlenmistir. HPV pozitifliginin 41-50 yaslari arasinda %52,2'e
distigu, ancak 51-60 yaglari arasinda tekrar %83,3’e yikselerek ikinci bir
pik yaptigi tespit edilmistir (Grafik 11).
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Grafik 11. Serviks 6rnegi alinan hastalarin yas gruplarina gére HPV pozitifligi.

Yas gruplarina gére HPV pozitifligi yoninden istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmistir (p<0,05). Olusan fark, 21-30 ile 61 ve
Ozeri yas gruplarda HPV  pozitif hasta bulunmamasindan

kaynaklanmaktadir (Tablo 6).



Tablo 6. Serviks 6rnegi alinan hastalarin yas gruplarina gére HPV pozitifligi.

Yas Gruplari HPV pozitif Yuzde HPV negatif Yuzde
(n:47) (%) (n:30) (%)

21-30 (n:6) 0 %0,0 6 %100
31-40 (n:25) 20 %80,0 5 %20,0
41-50 (n:23) 12 %52,2 11 %47,8
51-60 (n:18) 15 %83,3 3 %16,7

61 ve Uzeri (n:5) 0 %0,0 5 %100

ki-kare:18,14% p=0,0011

a: Hastalarin yas gruplari ile HPV pozitifligi arasindaki iligki ki-kare yontemi ile belirlenmistir.

Hastalarin egitim durumlari incelendiginde, 77 serviks 6rnegi
alinan hastanin 21 (%27,3)'inin ilkdgretim mezunu olmadigl, 34
(%44,2)'Un0n ilkégretim, 12 (%15,5)’sinin lise ve 10 (%13,0)'unun da
Universite mezunu oldugu gbézlenmistir. Bu hastalarin egitim durumlari ile
HPV pozitifligi arasindaki iligkiyi degerlendigimizde, ilkdgretim mezunu
olmayanlarin 9 (%22,5)’'u, ilkégretim mezunu olanlarin 21 (%52,5)’i, lise
mezunu olanlarin 3 (%7,5)'0 ve Universite mezunu olanlarin 7
(%17,5)’'sinin HPV tip 16 tasidigi belirlenmistir. Ayrica ilkokul mezunu
olmayan 1 kiside HPV tip 11, ilkdgretim mezunu olan 2 kiside
tiplendirilemeyen HPV DNA’si, lise mezunu olan 2 kigide HPV tip 11 ve

Universite mezunu olan 1 kiside HPV tip 6 varigi gésterilmistir (Grafik 12).
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Grafik 12. Serviks 6rnegi alinan hastalarin egitim durumlarina gére HPV tiplerinin
sayisal ve ylizde dagilimi.

Egitim durumlarina gére HPV pozitifligi yoninden istatistiksel
olarak fark saptanmistir (p>0,05). Bu fark ilkégretim mezunlarinin yer
aldigi gruptaki birey sayisinin diger gruplara oranla daha fazla olmasindan

kaynaklanmaktadir (Tablo 7).



Tablo 7. Serviks 6rnegi alinan hastalarin egitim durumlarina gére HPV pozitifligi.

Egitim durumu HPV pozitifligi Yiizde HPV negatifligi Yiizde
(n:47) (%) (n:30) (%)
ilkégretim mezunu 11 %52,4 10 %47,6
olmayan (n:21)
ilkégretim mezunu 23 %67,6 11 %32,4
olan (n:34)
Lise mezunu olan 5 %41,6 7 %58.,4
(n:12)
Universite mezunu 8 %80,0 2 %20,0
olan (n:10)
ki-kare:6,80% p= 0,784

a: Hastalarin egitim durumu ile HPV pozitifligi arasindaki iligki ki-kare yontemi ile belirlenmistir.

Serviks 6rnedi alinan hastalarda ¢cocuk ve gebelik sayilarina

gbre HPV pozitifligi incelendiginde; hem cocuk sayisi hem de gebelik

sayisinda artigla birlikte HPV pozitifik oraninda bir yUkselme tespit

edilmistir. Ozellikle cocuk sayisi (canli dogum sayisi) 2—4 arasinda

olanlarda %71,4 oraninda; gebelik sayisinda da yine 2-4 arasinda

olanlarda %68,0; 4'den fazla gebelik durumu olanlarda %64,5 oraninda bir

pozitiflik elde edilmistir. Cocuk ve gebelik sayisina gére HPV pozitifligi

yoninden istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0,05)

(Tablo 8).




Tablo 8. Serviks 6rnegi alinan hastalarda cocuk ve gebelik sayilarina gére HPV

pozitifligi.
HPV pozitifligi Yiizde HPV negatifligi Yiizde
(n:47) (%) (n:30) (%)
Cocuk sayisi
0 (n:11) 4 %36,4 7 %63,6
2 (n:14) 7 %50,0 7 %50,0
2-4 (n:28) 20 %71,4 8 %28,6
4 ve Uzeri (n:24) 16 %66,7 8 %33,7
ki-kare:4,30% p= 0,2305
Gebelik sayisi
0 (n:5) 1 %20,0 4 %80,0
2 (n:16) 9 %56,2 7 %43,8
2-4 (n:25) 17 %68,0 8 %32,0
4 ve Uzeri (n:31) 20 %64,5 11 %35,5
ki-kare:3,23% p= 0,3577

a: Hastalarin sigara, gocuk sayisi ve gebelik durumu ile HPV pozitifligi arasindaki iliski ki-kare yontemi ile belirlenmistir.

Cahsmamizda, kolposkopi uygulanan hastalarin patoloji
degerleri de incelenmistir. 20 ASC-H olgusunun 12 (%60,0)’sinde; 36
ASC-US olgusunun 23 (%63,8)’linde; 9 HSIL olgusunun 9 (%100)’'unda ve
12 LSIL olgusunun 3 (%25,0)’tinde HPV DNA pozitif olarak belirlenmistir.
Tdm HPV pozitif olan hastalar Gzerinden degerlendirildiginde 47(%100)
hastanin 12 (%25,5)’si ASC-H; 23 (%49,0)’i ASC-US; 9 (%19,0)’u HSIL; 3
(6,5)’i LSIL tanisi almigtir (Grafik 13).
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Grafik 13. Serviks 6rnegi alinan hastalarin patoloji verilerine gére HPV pozitifligi.

Hastalarin  patoloji  verileri ile  HPV tipleri birlikte
degerlendirildiginde;

e 12 ASC-H olgusunun 10°’u HPV tip 16, 1'i HPV tip 16/tip 11
ve 1'i HPV pozitif;

e 23 ASC-US olgusunun 23’0 HPV tip 16 pozitif;

e 9 HSIL olgusunun 7’si HPV tip 16, 1’i HPV tip 16/tip 11 ve 1’
HPV pozitif;

e 3 LSIL olgusunun 1°i HPV tip 16/tip 11, 1’i HPV tip 16/tip 6 ve
1’i HPV pozitif olarak tespit edilmistir (Grafik 14).
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Grafik 14. Serviks 6rnegi alinan hastalarin patoloji verilerine gére HPV tiplerinin
pozitifligi.

Patolojik verilerine gére HPV pozitifligi yontnden istatistiksel
olarak anlamh fark vardir (p<0,05). Bu fark HSIL olgularini igeren grubun

tamaminin HPV pozitif olmasindan kaynaklanmaktadir (Tablo 9).

Tablo 9. Serviks 6rnegi alinan hastalarin patoloji verilerine HPV pozitifligi.

Patoloji verileri HPV pozitifligi Yiizde HPV negatifligi Yiizde
. . 0,
(n:47) (%) (n:30) (%)
ASC-H (n:20) 12 %60,0 8 %40,0
ASC-US (n:36) 23 %63,8 13 %36,2
HSIL (n:9) 9 %100 0 %0
LSIL (n:12) & %25,0 9 %75,0
ki-kare=12,43% p=0,0060

a: Hastalarin patoloji verileri ile HPV pozitifligi arasindaki iliski ki-kare yontemi ile belirlenmistir.




Galismaya dahil edilen Kulak Burun Bogaz poliklinigi
hastalarinin ise yas, medeni hal, egitim durumu ve sigara kullanimi gibi

demografik bilgileri kaydedilmigtir (Tablo 10).

Tablo 10. Bas- boyun kanseri hastalarinin demografik bilgileri.

Sayi Yiizde Sayi Yiizde
(n:45) (%) (n:45) (%)
Yas Gruplar Tuamor lokalizasyonu
21-30 2 %4,5 Glottik 24 %53,4
31-40 9 %11,2 Supraglottik 16 %35,5
41-50 16 %35,5 Transglottik 5 %11,1
51-60 14 %33,3 infraglottik 0 -
61 ve Uzeri 4 %15,5
T derecesi Lenf Nodu Metastazi
T 4 %8,8 No 29 %64,5
T2 21 %46,6 N1 12 %26,6
T3 14 %31,3 N2 4 %8,9
T4 6 %13,3
Sigara kullanimi
Evet 39 %95,5
Hayir 6 %4,5

Degerlendirmeye alinan hastalarin 38 (%85)’i erkek, 7
(%15)’si kadindir. Erkek hastalarin 25/38 (%65,8)'inde HPV pozitifligi
saptanmistir (Tablo 11).



Tablo 11. Bas-boyun kanseri hastalarinin cinsiyetine gére HPV pozitifligi.

Cinsiyet HPV pozitifligi Yizde HPV negatifligi Yuzde
(n:25) (%) (n:20) (%)

Kadin (n:7) 0 %0 7 %100

Erkek (n:38) 25 %65,8 13 %34,2

Bas-boyun kanseri tespit edilen hastalarin 39 (%86,7)'u
sigara kullanmakta olup, bunlarinda 22 (%56,4)’'sinde HPV pozitifligi
saptanmistir. Sigara kullanmayan 6 (%13,3) hastanin ise 3 (%50,0)’tinde
HPV pozitifligi belirlenmistir (Tablo 12).

Tablo 12. Bas-boyun kanseri hastalarinin sigara kullanimina gére HPV pozitifligi.

Sigara kullanimi HPV pozitifligi Yuzde HPV negatifligi  Yizde
(n:25) (%) (n:20) (%)

Sigara kullanan (n:39) 22 %56,4 17 %43,6

Sigara kullanmayan (n:6) 3 %50,0 3 %50,0

Cahsmaya dahil edilen hastalarin, 2 (%4,5)’si 21-30 yas
arasl, 9 (%20,0)’'u 31- 40 yas arasl, 16 (%35,5)’s1 41-50 yas arasi, 14
(%31,2)’t 51-60 yas arasi ve 4 (%8,8)’01 61 yas ve Uzerindedir. Calismaya
katilan popilasyonun yaslari ortalama 46+24 arasinda olup, HPV pozitif
bulunan bireylerin yagslari ise 36-58 yas arasinda yer almaktadir. HPV
pozitif olan hastalarin hepsi 30 yasin Ustindedir. En fazla HPV DNA
pozitifik %85,7 orani ile 51-60 yaslari arasinda tespit edilmistir. HPV
pozitifliginin 31—40 yaslar arasinda %22,2 olup, 41-50 yaslari arasinda




yukselerek %50,0’ye, 61 yas ve Uzerinde ise %75,0’e ulastigi belirlenmistir

(Grafik 16).
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Grafik 16. Bas- boyun kanseri hastalarinin yas dagilimina gére HPV poazitifligi.

Yas gruplarina gére HPV pozitifligi yoninden istatistiksel
olarak anlamli bir fark vardir (p<0,05). Bu fark 21-30 ve 31-40 yas
gruplarindan kaynaklanmaktadir. Bu yas gruplarinda HPV pozitiflik

yuzdeleri digUktur (Tablo 13).




Tablo 13. Bas- boyun kanseri hastalarinin yas dagilimina gére HPV pozitifligi.

Yas Gruplari HPV pozitif Yiuzde HPV negatif Yiizde
(n:25) (%) (n:20) (%)
21-30 (n:2) 0 %0 2 %100
31-40 (n:9) 2 %22,2 7 %77,8
41-50 (n:16) 8 %50,0 8 %50,0
51-60 (n:14) 12 %85,7 2 %14,3
61 ve Uzeri (n:4) 3 %75,0 1 %25,0
ki-kare: 12,52° p=0,0138

a: Hastalarin yas gruplari ile HPV pozitifligi arasindaki iligki ki-kare yontemi ile belirlenmistir.

Bas-boyun kanseri hastalarinda timérlerin 24 (%53,4)’0
glottik, 16 (%35,5)’sI supraglottik 5 (%11,1)’i transglottik yerlesimli olarak
bulunmaktaydi. T1; 4 (%8,8), olgu T2; 21(%46,6) olgu, T3; 14 (%31,2)
olgu, T4; 6 (%13,4) olguda tespit edilmigtir. Lenf nodu metastazi olan 16
(%35,5) hastada saptandi, bunlarin da 12 (%75,0) tanesi N1 ve 4 (%25,0)
tanesi N2’dir. Toplam 29 (%64,5) hastada ise lenf noduna rastlanmamistir
(N0=29) (Tablo 14).

Tamor lokalizasyonlarina gére HPV pozitifligi yéninden
istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p<0,05). Tum lokalizasyon tiplerinde
HPV pozitifligi ylzdesi birbirinden farkhidir (Tablo 16). Glottik yerlesimlilerin
%75,0’inde; supraglottik yerlesimlilerin ise %43,0’Unde HPV pozitifligi

belirlenmigtir.

HPV pozitifligi agisindan degerlendirildiginde, T4 olgularinin

% 16,7’sinde; T3 olgularinin %57,2'sinde ve T2 olgularinin ise



%76,2'sinde pozitiflik saptanmistir. T derecesine gbére HPV pozitifligi

ybninden istatistiksel olarak anlamh fark vardir (p<0,05). Fark bu

gruplardaki T1 ve T4 gruplarinda HPV pozitifligi disik olmasindan

kaynaklanmaktadir (Tablo 14).

Hastalarda belirlenen lenf nodu metastazi incelendiginde
HPV pozitifligi N1'de 9%50,0; N2'de %25,0 iken NO’da %62,0 olarak
belirlenmigtir. Lenf nodu metastazina goére HPV pozitifligi ydninden

istatistiksel olarak fark saptanmamigtir (p>0,05) (Tablo 14).



Tablo 14. Bas-boyun kanseri hastalarinda timér lokalizasyonu, T derecesi ve lenf
nodu metastazina gore HPV pozitifligi.

HPV pozitifligi  Yiizde  HPV negatifligi Yiizde
(n:25) (%) (n:20) (%)
Tumor lokalizasyonu
Glottik (n:24) 18 %75,0 6 %25,0
Supraglottik (n:16) 7 %43,7 9 %56,3
Transglottik (n:5) 0 0 5 %100
infraglottik (n:0) 0 0 0 0
ki-kare: 10,832 p=0,0044
T fazi
T1 (n:4) 0 0 4 %100
T2 (n:21) 16 %76,2 5 %23,8
T3 (n:14) 8 %57,2 6 %42,8
T4 (n:6) 1 %16,7 5 %83,3
ki-kare: 12,312 p=0,0063
Lenf Nodu Metastazi
No (n:29) 18 %62,0 11 %38,0
N1 (n:12) 6 %50,0 6 %50,0
N2 (n:4) 1 %25,0 3 %75,0
ki-kare: 2,162 p=0,3394

a: Hastalarin timoér lokalizasyonu, T derecesi ve lenf nodu metastazi ile HPV pozitifligi arasindaki iliski ki-kare yontemi ile

belirlenmistir.



5. TARTISMA

Human papillomavirus (HPV), cinsel yolla bulasan, seksuel
olarak aktif yetiskinlerde ve adllesanlarda gorllen en yaygin
enfeksiyonlardan biridir."*®'®> HPV'ler, insanlarda primer olarak skuaméz
epiteli enfekte eder, deri ve mukozada c¢esitli lezyonlar olusturur. Basta
genital bdlge olmak Uzere, anal bdlge, vulva, penil, oral ve laringeal
bdlgelerde de goriilmektedir.®®

Human papillomaviruslar, bulundugu mukozal ve epitelyal
bdlgelerde kansere yol agcma potansiyeli tagirlar. En sik gérilen kanserler
arasinda yer alan serviks kanserinin de baslica sorumlu ajani olarak
HPV’ler gbsterilmektedir. Serviks kanseri diginda laringeal kanserlerin de
bir bdlimiinden yine HPV’ler sorumlu tutulmaktadir.”

Ozellikle gelismis Ulkelerde, cinsel ydnden aktif kadin ve
erkeklerin %50’sinden fazlasinin, yasamlarinin bir déneminde HPV ile
enfekte oldugu tahmin edilmektedir. HPV ile enfekte olan kadinlarin
%90’Inda, enfeksiyon siklikla kendini sinirlar. Buna kargin geriye kalan
%10’luk dilimde yer alan enfekte kadinlarin skuaméz epitelinde yillar
icinde devam eden degisimler sonucunda prekanser6z veya kansertz

lezyonlar gelistirir.'®®



Human papillomavirus ile ilgili  Glkemizde yapilan

6 Bu durum

calismalarda, farkh HPV pozitiflikleri gériilmektedir.'
arastirmacilar tarafindan olusturulan ¢aligma gruplarinin ve sayilarinin
farkl olmasindan kaynaklanmaktadir. Altugoglu ve arkadaslarinin (2002)
Hybrid capture yéntemi ile yaptiklari caligsmada, endoservisit tanisi almis
148 serviks Orneginin  %5,4 oraninda HPV DNA pozitifligi tespit
etmislerdir.’®” Ozgelik ve arkadaslarinin (2003) serviks kanseri agisindan
disuk riskli kadinlarda Hybrid capture-l yontemi ile yaptigi bir ¢calismada
HPV sikligini %6,1 olarak bildirimistir."®® inal ve arkadaslarinin (2007)
calismasinda ise, Hybrid capture -Il yontemi ile 1344 olgunun %20’sinde
HPV DNA saptanmigtir. Bunlarin %0,7’sinde HPV’nin neden oldugu
preinvaziv lezyonlar tespit edilmistir.’®® Kaynak ve arkadaslarinin (2004)
¢alismasinda ise, Hybrid capture-l yontemi ile HPV DNA pozitifliginin %12

oraninda oldugu  belirlenmistir.'®®

Dinyada vyapilan calismalar
incelendiginde, verilerin daha farkh oldugu goértlmektedir. Dunne ve
arkadaslari (2007), Amerika’da 2003-2004 yilinda 14-59 yas gruplari arasi
olan 1921 kadinda HPV sikligini Real time PCR ydntemi ile arastirmis ve
HPV sikligi PGMY09/11 primerleri ile %26,8 olarak belirlenmistir.'® Schiff
ve arkadaglan (2000) tarafindan Hindistan’da, yapilan ¢alismada Hybrid
capture yéntemi ile %34,3 oraninda HPV DNA varli§i gosterilmistir.'”
Gerce ve arkadaglarinin (2001) Zagreb’deki ¢calismasinda, CIN II/1ll tanisi
alan kadinlarin %64,4’inde Real time PCR yoéntemi ile HPV DNA
pozitifligini bildiriimistir."”? Amrani ve arkadaslarinin (2003) CIS/CINIII
tanisi alan Fasli kadinlar ile yaptiklari bir ¢calismada, PCR ile %62
oraninda HPV DNA varli§ tespit edilmistir.'”® Bizim calismamizda ise,
supheli kolposkopi hastalarinin serviks 6rneklerde HPV DNA pozitifligi
Real time PCR ile arastiriimis ve %61 oraninda HPV DNA pozitifligi tespit

edilmistir.

Genital mukozay! 40’tan fazla HPV tipi enfekte etmektedir

Mukozal HPV tipleri servikal kanserle iligkilerine gbére dusiuk (LR) ve



yiksek (HR) riskli HPV tipleri olarak siniflandirimaktadir.®® Disik riskli
HPV tiplerinden 06zellikle HPV tip 6 ve 11 genital sidillerin en az
%90’nindan sorumludur. Yuksek riskli HPV grubunda ise servikal
mukozay! enfekte eden en az 15 onkojenik tip bilinmektedir. Yiksek riskli
HPV DNA’sinin 12 aydan daha uzun sire tespit edilmesi persistan
enfeksiyonun gdstergesidir ve persistan HR HPV enfeksiyonu prekanser6z
lezyon ve servikal kanser gelismesi icin major risk faktéradir. Ancak
displaziye ilerleyen enfeksiyonlarin bile c¢cogu iyilesmektedir.61 Dusuk
dereceli lezyon CIN I'in %50-60'1, ylksek dereceli lezyon CIN II'nin %30-
40’1 geriler. Bu durum HPV enfeksiyonlarinin kontroliinde immdn cevabin
oldukca etkin oldugunu gdsterir. HPV enfeksiyonu olan kigilerin sadece
%1’inden azinda servikal kanser gelismektedir. Servikal kanserden en ¢ok
izole edilen HPV tipi %53,5 oranla HPV tip 16’dir, bunu ikinci sirada
%16,5’lik oranla HPV tip 18 izler. HPV tip 16 ve 18 butin servikal

kanserlerin %70,0’inden sorumludur.'®

Human papillomavirus tespitinde serolojik tani yontemleri
etkili olmadigindan ve halen kdltiri yapilamadigindan molekuler esasl
tani yéntemlerinden biri olan PCR ybéntemi ginimizde altin standart
olarak degerlendirimektedir."* Bizim calismamizda, ayni anda HPV tip
16 ve diger HPV tiplerinin tayinine olanak saglayan ve klasik PCR
yontemine gdére maliyeti de oldukg¢a distren Real time PCR ydntemi
kullaniimigtir. Real time PCR ydntemi ylksek sensivite ve spesivitesi
ile dogru miktar1 belirleme imkanini saglayabilen bir yéntemdir. Real time
PCR ayni zamanda, klasik PCR’a gére kontaminasyon riskini en aza
dusiren,  glvenilirliligi  ylkselten  bir  ydntemdir.™  Human
papillomaviruslarin tiplendiriimesinde olusturduklari lezyonlar énemlidir.
HPV tiplerinin 6zellikle onkojenik risk tagsimasi onlarin disik ve yuksek
riskli olarak tiplendirilmelerini saglamaktadir."”® Diinyada servikal kanser

ve prekanser0z lezyonlarda HPV tiplerinin prevalansini ve dagilimini



arastiran uluslararasi bircok meta-analiz calismasi yapilmigtir.3*7

Servikal kanserde en ¢ok bulunan HR HPV tipi %50-55 oran ile HPV16
olup ikinci siradaki HPV18'in orani %10- 15'dir."*'® Calismamizda,
tedavi acisindan oldukca 6nemli olan ileri lezyonlardan ve kanserden
birincil olarak sorumlu oldugunu dusundagimiz ydksek riskli HPV tipi
olarak bilinen HPV tip 16’nin ayrimi esas alinmistir. Ulkemizde tip tayinin
de yapilan benzer calismalara baktigimizda, Onan ve arkadaslari (2005)
Real time PCR ile CIN lezyonlarinda HPV tip 16 ve HPV tip 18 varligini
tespit etmigler ve &rneklerdeki viral yOkin etkenin tespitindeki rolinu
arastirmislardir. 94 kadini iceren bu calismada &érnekler %50,0 CIN |,
%28,8 CIN 1l ve %21,2 CIN 1ll seklinde ¢ guruba ayrilmis ve Real time
PCR ile G¢ gurupta sirasiyla % 4,2; % 14,8 ve % 45 oraninda HPV tip 16
ve HPV tip 18 varligini tespit etmiglerdir. Viral ylkler agisindan ise gruplar
arasinda istatistiksel bir fark bulamamiglardir, ancak CIN llI'de daha
yuksek oranda HPV varligini gézlemlemislerdir (p= 0.73). Bu ¢alismada,
HPV varligini tespit etmede, tip ayriminda ve viral ydkdn miktarini
belirlemede Real time PCR ydnteminin, diger yéntemlere gére daha Ustin
oldugu bildirilmistir.*® Servikal kanserli olgularla Real time PCR ile yapilan
diger calismalara baktigimizda, Erkmen ve arkadaslari (2002) HPV tip
16’nin prevalansini % 54,5 olarak belirlerken, Polat ve arkadaslari (2000)
ise prevalansi %18,2 olarak tespit etmislerdir.'””'”® Tuncer ve arkadaslari
(1996) ise Real time PCR ile HPV tip 16’y1, normal sitolojili olan
kadinlarda %12,5; CIN I'e sahip olanlarda %19,4, CIN II-ll'e sahip
olanlarda %46,3 ve invaziv kanserlerde %83,3 olarak belirlemislerdir.'”
Dinyada ise, Ter Harmsel ve arkadaglar (1999), 1988-1989 yilari
arasinda HPV tip 16 varligi ile CIN gelisim riski arasindaki iliskiyi Real time
PCR ile arastirmiglar ve bu galismada hastalari, gegici enfeksiyonlu ve
persistan enfeksiyonlu olarak iki alt gruba ayirmislardir. Persistan HPV 16
enfeksiyonlu ¢calisma grubunda (%44), gecici enfeksiyonlulara (%20) gbre
6nemli élctide CIN gelisimi géraimistar. Bu ¢alismada, HPV tip 16 etkenli

persistan enfeksiyonlu kisilerin, CIN gelisimi ve daha ileri lezyonlari
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acisindan ylksek risk altinda olduklari bildirilmistir."®
arkadaslarinin  (2002) yaptigi Real time PCR calismasinda, servikal
hicrelerdeki HPV tip 16’nin yiksek titredeki varliginin servikal karsinoma
in situnun gelisimi icin énemli bir risk faktérd oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica bu galismada, HPV tip 16'nin seviyesindeki degisime bakilarak,
enfeksiyonun  geligimi hakkinda  bilgi  sahibi  olunabilecegini
vurgulanmistir.’® Grece ve arkadaslari (2001), HPV tiplerinin dagilimini
CIN 1I/1I'G igeren gruplarda incelediklerinde; Real time PCR ile HPV 6 ve
11'in %5, HPV 16’nin %12, HPV 18’in %2, HPV 31’in %5 ve HPV 33’ln
%3 oraninda oldugunu belirtmislerdir.'”? Bizim calismamizda ise, Real
time PCR ile supheli kolposkopi hastalarinin %52’sinde HPV tip 16,
%4’Unde HPV tip 16+11; % T1inde HPV tip 16+6 ve %4’Gnde
tiplendirilemeyen HPV DNA’lari tespit edilmistir. Servikal érneklerde HPV
tip 16 disinda HPV tip 11 ve HPV tip 6'nin varhgi, malign olmayan HPV
tiplerinin de servikal bdlgede bulunabilecegini gdstermistir. Fransa'da
Briolat ve arkadaglarinin tip spesifik HR HPV prevalansini, 6zellikle HPV
16 ile tek veya multiple HPV enfeksiyonlarin varligini arastirmak amaciyla
yaptiklari calismada 24 lezyonu olmayan olgu, 96 CIN I, 92 CIN I, 144
CIN Ill ve 7 kanser vakasina ait toplam 363 servikal érnek HC Il ve linear
array HPV genotipleme testi (Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg,
NJ) ile analiz edildiginde HPV-16 prevalansinin baskin oldugu
gOsterilmistir. Ayrica, c¢oklu enfeksiyonlar ile kargilastinidiginda tekli
enfeksiyonlarin prevalansinin lezyon ciddiyeti ile arttigi tespit edilmistir. Bu
calismada multiple HPV tiplerinde HPV 16 ile birlikte HPV 18, 31, 35 ve 11
tipleri de tespit edilmistir. Sonu¢ olarak, bu calisma coklu enfeksiyonlara
gére tekli enfeksiyonlarin CIN ciddiyeti ile iligkili oldugunu ortaya
koymustur.'®



Servikal kanserli hastalarin ortalama tani alma yasi 51’dir.
HPV ile birliktelikte yasam boyu iki pik bulunmakta olup, birincisi 30-40,
ikincisi ise 50-60 yas civaridir. Calisilan birgok popllasyonda HPV
enfeksiyonlarinin yas ile iligkili oldugu belirlenmistir. En ylksek prevalans
15-25 yaslar arasindaki kadinlarda goérilmektedir ki tim enfeksiyonlarin
%25-40'1 bu yas araligina aittir.'®® Yasin artmasi ile azalan enfeksiyonun
nedeni HPV’ye maruz kalmanin azligi, enfeksiyonun sinirh dogasi veya
enfeksiyonun tekrari neticesinde olugan direng ile agiklanmaktadir.
Gahsmamiz literatlrler ile uyumlu olup ilk pik 31-40 yaslari arasinda
ortaya cikarken, ikinci pik 51-60 yaslari arasinda goértlmektedir, ancak
yas gruplarina gére HPV pozitifligi ydninden istatistiksel olarak anlamli
fark saptanmistir (p<0,05). Elde edilen bu fark 21-30 yas grubu ile 61 yas
ve Ozeri gruplarda HPV  pozitif hasta  bulunmamasindan
kaynaklanmaktadir. Benzer c¢alismalar incelendiginde, Amrani ve
arkadaslari (2003) HPV varligi ile yas gruplari arasindaki iligkiyi
arastirmiglardir. 30-39 yas grubunda HPV sikligi artmaya baglarken, 40-
49 yas grubu kadinlarda ise siklik %39,5 ile en ylksek seviyeye
ulagsmistir. 60-69 yas ve sonrasi kadinlarda ise HPV sikhiginda belirgin
bir disus gbzlemislerdir. Genis ¢capl populasyon galismalarinda 20-25 yas
grubunda normal sitolojik sdrintlye sahip kadinlarin %20’sinde HPV
DNA’s! tespit edilmistir.'”® Sellors ve arkadaslarinin (1994) Kanadall
kadinlarda HPV prevalansi ile yas gruplari arasindaki iligkiyi
degerlendirdikleri calismada; 15-19 yas grubunda %15,7 olan HPV sikligi,
20-24 yas grubunda %24 ile en yuksek orana ulagsmistir. Yasin ilerlemesi
ile HPV sikligi digmektedir. Bu ¢alismada, sirasiyla 25-29 yas grubunda
%16,4; 30-34 yas grubunda %12,3; 35-39 yas grubunda %9,6; 40-44 yas
grubunda %8,3 ve 45-49 yas grubunda ise %3,4 oraninda HPV DNA
pozitifligi bildirilmistir.'® Calismamizda ise, en fazla HPV DNA pozitifligi
%80,0 orani ile 31-40 yaslari arasinda tespit edilmigtir. HPV pozitifliginin
41-50 yaslar arasinda %52,2’e distagu, ancak 51-60 yaslari arasinda
tekrar %83,3’e ylUkselerek ile ikinci bir pik yaptigi belirlenmistir. HPV



enfeksiyonlarinin yas parametresine go6re olduk¢ca degisken oldugu
gbrulmektedir. Bunun en temel nedeni, sekslel alisgkanliklarin toplumun
sosyokdultirel, ekonomik ve deger yargilarina bagl olarak yas gruplarinda
farklihk gostermesidir. Toplumun yapisi, egitim durumu ve aile yapisina
bagli olarak kisilerin farkli cinsel egilimleri ortaya cikmaktadir.'®’
Ulkemizdeki HPV siklik degerlerinin Avrupa Ulkelerine gére fakl olusunu

konservatif bir kilttire sahip olmamiz ile agiklayabiliriz.

Uluslararasi servikal kanserin epidemiyolojik g¢aligmalarini
yurGten grup (ICESCC) tarafindan yapilan c¢alismada, gebelik sayilar
arttikga serviks kanseri riskinin de dogru orantili olarak arttigi
bildirilmistir."®>  Schneider ve arkadaslarinin (1992), 92 gebe kadindan
elde ettigi sdruntlleri 96 gebe olmayan kadinla karsilastirdiklari
calismada, gebe kadinlarin %28,0’inde, gebe olmayanlarin ise %12,5’'inde
HPV pozitifligi saptamislardir. Bu calismada, HPV pozitif gebelerin
%42’sinde mevcut HPV alt tipinin orani sadece %25 olarak bildirilmistir.
HPV pozitif gebelerin %21’inde 6rnekleme gebeligin ilk 20 haftasinda
yapilirken, %32'sinde HPV pozitifligi 20. gebelik haftasindan sonra
saptanmistir.’®® Smith ve arkadaslarinin (1991), 69 gebe kadini 54 gebe
olmayan kadinla karsilastirdiklari bir calismada, gebelikte HPV
prevalansinin gebelik yasi arttikca artis gdsterdigini bildirmiglerdir. Ayrica
calismada, HPV pozitifligi ilk trimesterde %8 iken, bu oran ikinci
trimesterde %16,7’e, G¢Uncl trimesterde %23,1’e ylUkselmektedir. Bu
oranlardaki artig, gebeligin basinda baglayan bagisiklik sisteminin
baskilanmasi olayinin dogum evresine kadar gegen slregte artarak
devam etmesi ile aciklanabilir. Ayrica bu calismada, gebe ve gebe
olmayan kadinlardaki onkojenik HPV alt tiplerinin pozitiflik orani egit
bulunmustur.'® Bizim calismamizda ise, hem gocuk sayisi hem de gebelik

sayisinda artigla birlikte HPV pozitifik oraninda bir yUkselme tespit



edilmistir. Ozellikle cocuk sayisi 2-4 arasinda olanlarda %71,4 oraninda;
gebelik sayisinda da yine 2-4 arasinda olanlarda %68,0; 4'den fazla
gebelik durumu olanlarda %64,5 oraninda bir pozitiflik elde edilmigstir.
Cocuk ve gebelik sayisina gére HPV pozitifligi ydninden istatistiksel
olarak anlaml bir fark saptanmamistir (p>0,05). Calismamizda elde edilen
veriler literatarler ile uyumlu olup, gebelik sayisi ile HPV enfeksiyonunun
gbrulme sikhgr arasinda dogru orantili bir iligkinin varligi tespit edilmistir.
Ulkemizde oldugu gibi periyodik kontrol aliskanhgi olmayan toplumlarda,
gebelik kontrolleri hekime serviks kanseri taramasi igin bir firsat
yaratmaktadir. Gebelikte anormal servikal sitoloji gértlme sikligi, cinsel
olarak aktif bir kadinda goérilme sikhidina paralellik gostermektedir.

Genital sistemin HPV enfeksiyonu; disik dereceli lezyon
olarak baslayip, kansere kadar devam edebilmektedir. Bu sireg ile ilgili
yogun calismalar mevcuttur, ancak elde edilen bilgi, sireci net olarak
aciklamaya  yetmemektedir.'”®  Ulkemizde yapilan calismalara
baktigimizda, Erglnay ve arkadaslarinin (2007) calismasinda sivi bazli
sitoloji ile 14’inde ASC-US, 3’lUnde ASC-H, 7’sinde LSIL, 5’ inde HSIL,
4’linde LSIL+ sUpheli HSIL, 1’inde AGUS, 1’inde de atipik hiicrelere tam
tani almamig toplam 35 hasta ile yaptiklari ¢alismada %80 oraninda (28
hasta) HPV DNA tespit etmiglerdir. Bunlarin 22’sinde ise ylUksek riskli HPV
tipleri (16, 18, 31, 33, 45, 56 ve 59) saptanmistir.'® Yurt disi calismalari
incelendiginde, Castle ve arkadaslari HPV tip 16’nin etken oldugu, ASC-
US veya LSIL lezyonlarinin 2 yil iginde CIN IIl veya kansere dénlisme
riski oldugunu ve bu riskin, HPV tip 16 disindaki diger tiplerle
kiyaslandiginda 5 kat fazla oldugunu bildirmislerdir.”®® Gerce ve
arkadaslari (2001) ise calismalarinda, Hybrid capture yéntemi ile HSIL'da
HPV DNA tip 16’'nin sikhgimi % 17,1 olarak bulunurken, LSIL'da HPV
DNA tip 16’nin sikhgint % 8,5 olarak bulunmustur. Hirvat kadinlar igin



HPV enfeksiyon etkenlerinden 6zellikle HPV tip 16'nin saghg: tehdit eden
6nemli bir etken oldugunu vurgulamiglar. Ayrica sitolojik bulgular ile HPV
tipleri arasindaki iligkiyi incelediklerinde, ylksek riskli HPV tiplerinin
sikhgi artikca intraepitelyal lezyonlarin (LSIL ve HSIL) ciddiyetinin de

arti§i  sonucuna varmislar.'”?

Galismamizda, kolposkopi uygulanan
hastalarin patoloji degerleri de incelenmistir. 20 ASC-H olgusunun 12
(%60,0)’inde; 36 ASC-US olgusunun 23 (%63,8)’lUnde; 9 HSIL olgusunun
9 (%100)’'unda ve 12 LSIL olgusunun 3 (%25,0)’'tinde HPV DNA pozitif
olarak belirlenmistir. Tum HPV pozitif olan hastalar Uzerinden
degerlendirildiginde 47 (%100) hastanin 12 (%25,5)'si ASC-H; 23
(%49,0)’G ASC-US; 9 (%19,0)'u HSIL; 3 (6,5)’i LSIL tanisi almigtir. Bu
verileri gére HPV pozitifligi yoninden istatistiksel olarak anlamli fark vardir
(p<0,05). Bu fark HSIL olgularini igeren grubun tamaminin HPV pozitif

olmasindan kaynaklanmaktadir.

Bas ve boyun kanserlerinin tim kanserler arasinda %10-15
oraninda goéruldiga belirlenmigtir. Bas-boyun bdlgesinde en sik gorilen
malign tamoérler ise larinks tUmorleri olup, bas ve boyun kanserleri
arasinda yaklagik % 25 oranindadir ve % 95’den fazlasinda yassi hucrel

(skuamdz) karsinomlar gériilmektedir.'®®

Bas ve boyun kanserleri ile ilgili son yillarda yapilan
cahismalarda, DNA virUsleri ve 6zellikle HPV tiplerinin timor olusumu ve
gelisiminde rol oynadigi bildiriimektedir.'®® Human papillomavirusun
karsinogeneziste diuslk ve ylUksek riskli tipleri vardir. DlsUk riskli tipler
laringeal papillomatozis ve genital sigiller gibi benign lezyonlarda rol
alirken, yiksek riskli tipler malign lezyonlarda karsimiza cikar.'®" Bas ve
boyun kanserlerinde de siklikla HPV tip 16, HPV tip 6 ve HPV tip 11 izole



edilmektedir.’®® Laringeal papillomatozisli olgularda 6zellikle yiiksek riskli
HPV varliginda zaman iginde malign transformasyon gériilebilir.'®

Ulkemizde de HPV enfeksiyonu ve larinks kanserleri
arasinda iligkiyi inceleyen ¢aligmalar yapiimistir. Konu ile ilgili yapilan ilk
calisma 1993 yilinda Akyol ve arkadaglarinin yaptigi calismadir. Bu
calismada 6zellikle cocuk hastalarda 6nemli mortalite ve morbidite nedeni
olan reklrrent laringeal papillomatozisli 25 olgunun 21'inde HPV
enfeksiyonunun histopatolojik degisiklikleri saptanmistir.”®  Giveng ve
arkadaslarinin yaptigi calismada, total ya da parsiyel larenjektomi
uygulanmis 40 adet laringeal skuaméz hicreli karsinom olgusunun 5’inde
(%12,5) ve verrikéz karsinomlu 2 olgunun 2 (%100)'sinde de PCR
yéntemiyle HPV pozitifligi belirlenmistir."®® Yildirm ve arkadaslarinin
(2009) calismalarinda ise Real time PCR ile HPV pozitifligi 9/149 (%6)
olarak tespit edilmistir."® Tutkun ve arkadaslarinin (1999) yaptiklari
¢alismada in situ hibridizasyon teknigi kullanilarak 20 larinks karsinomlu
hastada %50 oraninda HPV pozitifligi saptanmistir.’®  Yurt disi
calismalarinda ise, Deilson ve arkadaslari (2006) laringeal papillomatozisli
olgularda malign transformasyon gérilme orani %3-7 olarak bildirilmigtir.
Bu grubun yaptigi bir bagka calismada ise, 110 adet skuam&z hucreli
larinks karsinomu incelenmis ve bunlarin %37,3’'Unde ylksek riskli HPV
saptanmistir. %37 oraninda HPV 16, %44 oraninda HPV 18
gorulmistir.'®® Brandwein ve arkadaslari (1994), formalinle fikse edilmis
parafin icindeki 40 laringeal kanserli timér blogunda, nonspesifik
primerlerin birlesmesini 6nleyerek amplifikasyonun sensitivitesini daha da
arttiran hot-start PCR teknigi ile incelemis ve sadece 3 (%8) hastada
pozitiflik saptamislardir.’®® Clayman ve arkadaslari (1990) ise, larinks ve
hipofarinks timorll 65 hastayi iceren ¢alismalarinda Real time PCR ile 30

(%46) olguda HPV DNA pozitifligi saptamislardir.?® Bizim ¢alismamizda



da, bas-boyun kanseri tanisi alan hastalarda %47 oraninda HPV tip 16 ve
% 9 oraninda tiplendirilemeyen HPV DNA olmak Uzere toplam %56

oraninda HPV pozitifligi belirlenmigtir.

Bas ve boyun timoérleri 6zellikle 50-60 yaslari arasinda ve
erkeklerde kadinlara oranla daha fazla karsilasiimaktadir.’®® Ulkemizde
yapilan caligmalarda da laringeal karsinomlarin erkeklerde daha fazla
gorildugi belirtimektedir.'®® Calismamizda yer alan 45 hastanin 38
(%85)’i erkek, 7 (%15)’si kadindir. 38 erkek hastanin 25 (%65,8)'i HPV
pozitif olarak belirlenirken, kadinlarda HPV pozitifligi saptanmamistir. Cruz
ve arkadaslarinin (1996) calismalarinda da, 35 oral epidermoid kanserli
hastada yapilan inceleme ile HPV sikhginin yasla belirgin bir iligkisi
oldugunu gdstermistir. Calismaya gbére, 60 yas ve Ustl kisilerde HPV
sikhgi 8 kat artmaktadir. Bu ¢alismada erkeklerde HPV pozitifliginin daha
sik oldugu da belirtilmektedir (% 66,7).%°" Bizim ¢calismamizda elde edilen
verilerin literatirlerle uyumlu sonuglar icerdigi gézlenmistir. Calismamiza
dahil edilen hastalarin, 2 (%4,5)’si 21-30 yas arasl, 9 (%20,0)’u 31- 40 yas
arasl, 16 (%35,5)’s1 41-50 yas arasl, 14 (%31,2)’0 51-60 yas aras! ve 4
(%8,8)’U 61 yas ve Uzerindedir. En fazla HPV DNA pozitiflik %85,7 orani
ile 51-60 yaslari arasinda tespit edilmistir. HPV pozitifliginin 31-40 yaslari
arasinda %22,2 olup, 41-50 yaslari arasinda yikselerek %50,0’ye, 61 yas
ve Uzerinde ise %75,0’e ulastigi belirlenmigtir.

Aragtirmalarda glottik timorlerin distk dereceli, supraglottik
timorlerin ise ylksek dereceli oldugu bildiriimis ve supraglottik timd&rlerde
lenf nodu metastazina (LN) daha sik rastlandigi bildirilmistir.2°! Lenfatik
damar aginin en yogun olarak supraglottik bdlgede olmasi bu
metastazlarin asil sebebidir. Lenf nodu metastaz varliginin bas ve boyun
bblgesi tamoérleri icin en o6nemli bagimsiz prognostik faktoér oldugu
bilinmektedir.?°"*? Bas ve boyun kanserli hastalarda LN metastazinin
preoperatif saptanmasi etkili tedavinin yapilabilmesi igin kritik bir d6neme



sahiptir. Yildinm ve arkadaglarinin (2009) Real time PCR g¢alismalarinda
9(%6) olguda HPV varligi saptanmistir. Bu olgulardan 6’sinda (%66,6)
HPV 16, t’inde (%11,1) HPV 18 pozitif sonug vermistir."*® Bizim
calismamizda da, timdrlerin 24/45'G (%583,4) glottik, 16/45’s1 (%35,5)
supraglottik, 5/45’i (%11,1) transglottik yerlesimli olarak bulunmaktaydi.
Tumor lokalizasyonlarina gére HPV pozitifligi ydoninden istatistiksel olarak
anlaml fark vardir (p<0,05). Glottik yerlesimlilerin %75,0’inde; supraglottik
yerlesimlilerin ise %43,0’'Unde HPV pozitifligi belirlenmigtir. T1; 4/45 (%8,8)
olguda, T2; 21/45 (%46,6) olguda, T3; 14/45 (%31,3) olguda, T4; 6/45
(%13,3) olguda izlendi. HPV pozitifligi agisindan degerlendirildiginde, T4
olgularinin %16,7’sinde; T3 olgularinin %57,2’sinde ve T2 olgularinin ise
%76,2'sinde pozitiflik saptanmistir. T derecesine gbére HPV pozitifligi
ybnlnden istatistiksel olarak anlamh fark vardir (p<0,05). Lenf nodu
metastazi olan 16 hastada saptandi, bunlarin da 12 tanesi N1 ve 4 tanesi
N2'dir. Toplam 29 hastada ise lenf noduna rastlanmamigstir (N0=29). Lenf
nodu metastazi incelendiginde HPV pozitifligi N1’de %50,0; N2'de %25,0
iken NO’da %62,0 olarak belirlenmistir. Lenf nodu metastazina gére HPV
pozitifligi ydoninden istatistiksel olarak fark saptanmamistir (p>0,05).

Larinks kanseri acisindan risk faktorleri arasinda basta
sigara kullanimi gelmektedir.'® Fouret ve arkadaslarinin (1995) yaptigi bir
calismada sigara ve alkol bagimliligi olan hastalarda, lezyonlarin daha
kisa slirede meydana geldigi ve daha kétii seyirli oldugu gdrilmistir.'?
Yildirim ve arkadaglarinin (2009) calismasinda olgularinin %93,2 gibi cok
yuksek bir orani sigara igicisi oldugu belirtiimis ve bunlarinda %6 HPV
pozitifligi saptanmistir.’®® Bizim calismamizda da, sigara kullanan hasta
sayisl 39/45 (%95,5) olup, sigara kullananlarda HPV 16 pozitifligi 22/39
(%56,4); kullanmayan hasta sayisi 6/45(%4,5) olup, HPV 16 pozitifligi 3/6
(%50,0) olarak belirlenmistir.



6.SONUC

Serviks kanseri etiyolojisinde major etken olarak kabul edilen
human papillomavirus tanisi ganimizde olduk¢a 6nem tasimaktadir.
Serviks kanseri, diger kanser tirlerinden “Gnlenebilir” bir kanser cesidi
olmasi ile ayrilmaktadir. Bu nedenle HPV ile iligkili enfeksiyonlarda
tarama, erken teshis ve erken tedavi dnem kazanmaktadir. Galismamizda
elde edilen tim bu veriler dahilinde, Real time PCR y&ntemi ile kolposkopi
pozitif bulunan hastalarin, belli bir algoritma dahilinde takiplerinin
yapilmasi ve sonuglar dogrultusunda hastalarin yénlendirilmesi énemlidir.

GUnUmizde, human papillomavirusun 6zellikle de ylksek
riskli HPV tip 16'nin bas ve boyun timérlerinin etiyolojisinde énemli bir yeri
oldugu bilinmektedir. Yapilan caligmalarda oral kavite ve orofarinks
kanserlerinde HPV pozitifli§i saptanan hastalarda, HPV DNA izole
edilemeyenlere gére yasam suresinin daha iyi oldugu g6zlenmistir. Bas ve
boyun kanserlerinde HPV DNA varhgi hastaigin prognozunun

sekillenmesine de katki saglamaktadir.

Sonug olarak, human papillomavirusun serviks kanserlerinde
varligi énemlidir. Gelisen teknoloji kullanilarak HPV’nin erken teshisi,
prekanserdz lezyonlarin invaz hale dénmesini engellemede anahtar rol
oynamaktadir. Bas ve boyun kanserlerin de ise HPV pozitifligi, hastaligin
prognozunun sekillenmesine katki saglamaktadir. Bu ylzden larinksle ilgili
lezyonlarda da HPV varliginin belirlenmesi énemlidir. Bu nedenle larinks



lezyonlarinin rutin inceleme semasina HPV pozitifliginin arastirilmasi da
eklenmelidir. Bu calismada elde edilen veriler, HPV ile ilgili gelecekte

yapilmasi planlanan calismalara 6nemli katkilar saglayacaktir.



7.0ZET

Human papillomavirus enfeksiyonu cinsel yolla gecen
enfeksiyonlardan en sik rastlanilandir. Serviks kanseri ile HPV
enfeksiyonu arasindaki kesin iliski ortaya konmustur. Ote yandan
HPV enfeksiyonlar ile deri, oral kanserler, nazofarinks, larinks, bas
ve boyun kanserleri arasinda da bir iligski olabilecegi goésterilmistir.
Bu calismada serviks ve bas-boyun kanseri hastalarinda polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ve DNA dizi analizi ile human papillomavirus
tiplerinin bolgemizdeki prevalansinin belirlenmesi ve filogenetik

analizinin yapilmasi amaclanmistir.

Calismamiza, Gazi Universitesi, Tip Fakiiltesi Kadin
Hastaliklari ve Dogum poliklinigine Ocak-Ekim 2010 tarihleri arasinda
basvuran ve kolposkopi Onerilen 77 hastanin servikal sirinti
ornekleri ve Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali’nda bas-boyun kanseri
tanisi alan 45 hastanin parafine gomiilii doku ornekleri dahil
edilmistir. HPV DNA tespiti icin MY09/11 ve GP5+/GP6+ (Cy5.0
isaretli) primerleri ile yapilan Real Time PCR testi kullaniimistir.
Sonucta, serviks 6rnegi alinan bireylerin %52’sinde HPV tip 16,
%4’inde HPV tip 16+11, %1’inde HPV tip 16+6 ve %4’Unde
tiplendirilemeyen HPV DNA tespit edildi. Bas-boyun kanseri
hastalarinda ise %47 oraninda HPV tip 16 ve %9 oraninda
tiplendirilemeyen HPV DNA’si belirlenmistir.

Bolgemizde servikal kanser ve prekanseréz lezyonu olan
kadinlarda HPV genotiplerinin dagiliminin arastiriimasi 6nemlidir.
Gelisen teknolojik yontemler kullanilarak HPV’nin erken teshisi,



prekanser6z lezyonlarin invaziv kanser dénmesini engellemede
anahtar rol oynamaktadir. Bas ve boyun kanserlerin de ise HPV
pozitifligi, hastaligin prognozunun sekillenmesine katki
saglamaktadir. Bu yuzden larinksle ilgili lezyonlarda da HPV
varliginin belirlenmesi o6nemlidir ve larinks lezyonlarinin rutin

inceleme semasina HPV pozitifliginin arastiriimasi da eklenmelidir.

Anahtar Soézcukler: Human papillomavirus, serviks kanseri, bas ve boyun

kanserleri



8. SUMMARY

Human papillomavirus infection is one of the most
common sexually transmitted diseases. The relation between HPV
infection and cervical cancer is demonstrated. A possible relation
between HPV infection and cancer of skin, oral cavity, nasopharynx,
larynx, head and neck was shown. To determinate the prevalence of
HPV types in patients with cervical and head-neck cancers in our
legion by PCR and DNA sequence analysis and to make phylogenetic
analysis was aimed in this study.

This study is conducted with paraffin blocs of 45
patients identified as head-neck cancer in department of
Otorhinolaryngology and cervical swap samples of 77 patients who
suggested colposcopy and attended department of Obstetrics and
Gynecology of our hospital from January to October 2010. MY09/11
and GP5+/6+ (with Cy5.0) primers were used for detection of HPV in
Real Time PCR test using. In conclusion, HPV 16- 52%; HPV 16+11-
4%; HPV 16+6- 1% and non-typing HPV 4% were found in cervix
samples. HPV 16- 47%, and non-typing HPV 9.0% were found in
patients with head-neck cancer.

The investigation of the distribution of HPV genotypes in
women with cervical cancer and precancerous lesions in our region
is important. Early diagnosis of HPV by using improved
technological assays, play a key role to prevent the turn
precancerous lesions into invasive cancers. HPV positivity in head



and neck cancers, contribute the prognosis of disease. Consequently
researching the presence of HPV in larynx lesions is important and
researching the positivity of HPV must be added in routine analysis

of larynx lesions.

Anahtar Sézciikler: Human papillomavirus, cervix cancer, head and neck

cancers.
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